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 O sistema de temporização tem o papel de orquestrar a temporalidade observada 
em diversos processos fisiológicos, celulares e moleculares. Essa regulação é realizada por 
uma maquinaria molecular que permite a sincronização ideal de cada tecido ao organismo e 
seu controle apresenta plasticidade que garante a adaptação do sistema às mudanças 
ambientais. Os lisossomos, organelas responsáveis pela digestão celular, apresentam 
atividades circadianas e o papel do sistema de temporização vem sendo explorado em 
Doenças de Depósito Lisossômico, nas quais o estresse oxidativo participa de suas 
patofisiologias e também é regulado pelo sistema de temporização. Apesar dessas 
informações, a relação entre os lisossomos e o sistema de temporização é pouco conhecida. 
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as consequências do mau funcionamento 
lisossômico, induzido por droga ou defeito genético, no sistema de temporização celular e 
no estado redox. Fibroblastos de ratos com o gene Bmal1 conjugado à luciferase foram 
tratados durante o pico e vale da expressão do gene com drogas inibidoras de lisossomo e 
utilizados para análise de expressão de Bmal1 e da enzima antioxidante superóxido 
dismutase (SOD1); cardiomiócitos de ratos tratados durante o pico de expressão de Bmal1 
foram utilizados para avaliação da expressão de genes relógio e de proteínas envolvidas na 
autofagia e; fibroblastos de indivíduos controle e pacientes com Doença de Fabry (DF) foram 
utilizados para analisar expressão de genes relógio, de genes de enzimas antioxidantes e 
expressão das proteínas SOD1 e LAMP-2 além de verificar se o gene GLA, mutado na DF,  e a 
enzima α-galactosidase A (α-gal), deficiente na DF, apresentam oscilação circadiana. Os 
resultados obtidos indicaram que a inibição lisossômica realizada com drogas promoveu 
avanço ou atraso de fase e alterações no período da expressão de Bmal1, a depender do 
momento do tratamento – pico ou vale da expressão de Bmal1 e; promoveu alterações 
agudas na expressão dos genes Bmal1 e Per1 e na expressão das proteínas AMPK-
fosforilado e LC-3, envolvidas no processo de autofagia. Os fibroblastos de pacientes com DF 
apresentaram alterações de expressão de genes relógio, principalmente do braço positivo 
de regulação (BMAL1 e CLOCK); o gene GLA apresentou oscilação circadiana e a enzima α-
gal A foi influenciada pelo sistema de temporização. A regulação do estado redox, por sua 
vez, foi alterada com a inibição lisossômica promovida por drogas, em fibroblastos de 
pacientes com DF os genes de enzimas antioxidantes e a enzima SOD1 não mostraram ter 
sua ritmicidade comprometida e a proteína LAMP-2 apresentou alterações de ritmicidade 
em células de pacientes com DF. A partir das análises realizadas, sugerimos que a inibição 
lisossômica promove alterações na regulação molecular do sistema de temporização 
possivelmente relacionadas com o aumento de cálcio no citosol. Assim, concluímos que os 
lisossomos apresentam um papel na regulação do sistema de temporização e do estado 
redox, e sugerimos que isso deve ocorrer pela mobilização de cálcio do interior dessas 



















1.1. RITMOS CIRCADIANOS E SISTEMA DE TEMPORIZAÇÃO 
 
Em grande parte dos organismos, uma ampla variedade de eventos fisiológicos 
apresenta oscilações circadianas, as quais são comumente chamadas de ritmos circadianos. 
Ritmos circadianos correspondem a oscilações dentro de um período aproximado de 24 
horas, seguindo a duração de um dia, como o nome do latim sugere circa 
(aproximadamente) e dies Criollo, Maiuri et al. . Esses processos fisiológicos podem variar 
desde atividade de dormir-despertar, regulação da temperatura corporal e alimentação, até 
liberação de hormônios e expressão gênica. Estima-se que, aproximadamente, 10% dos 
transcritos gênicos oscilam de forma circadiana em todos os tecidos [Masri e Sassone-Corsi 
2010; Schibler e Sassone-Corsi 2002; Hogenesch e Ueda 2011; Eckel-Mahan e Sassone-Corsi 
2013]. 
Em mamíferos, a regulação dos ritmos circadianos é realizada prioritariamente pelo 
núcleo supraquiasmático (NSQ), composto por cerca de 20.000 neurônios e localizado no 
hipotálamo. Essa regulação se dá através da exposição da luz sobre as células ganglionares 
fotossensíveis da retina, as quais contem melanopsina, um fotopigmento, que processam 
esse estímulo em sinais para o NSQ, que em consequência desencadeia uma série de 
respostas para os tecidos periféricos. Esse sistema  de temporização é organizado de forma 
hierárquica, o que significa que o NSQ é considerado o sincronizador central, permitindo a 
sincronização de fase dos demais tecidos do organismo, incluindo oscilações moleculares. 
[Hastings, Maywood et al. 2008; Schibler e Sassone-Corsi 2002]. Estudos envolvendo lesões 
no NSQ identificaram essa região como responsiva à luz por verificarem que o 
comportamento circadiano rítmico na locomoção e ingestão alimentar foram abolidos 
[Stephan e Zucker 1972].  
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A alternância de luz é considerada a pista ambiental mais importante para a 
sincronização dos ritmos circadianos. Sinais que participam da sincronização do sistema de 
temporização do organismo com o ambiente são denominados zeitgebers, do alemão, 
“doador de tempo”. [Eckel-Mahan e Sassone-Corsi 2013]. Além da luz, os ritmos circadianos 
também podem ser sincronizados por ingestão alimentar, temperatura e hormônios 
(glicocorticoides, melatonina), sendo dessa forma considerados outros zeitgebers. 
Apesar do sincronizador central, tecidos e células podem produzir ritmos 
independentemente dele, utilizando outros zeitgebers, uma vez que não são responsivos à 
luz. Tecidos e órgãos como pele, músculo, fígado, entre outros, mantém seus ritmos de uma 
forma tecido-específica [Welsh, Takahashi et al. 2010; Bellet, Orozco-Solis et al. 2011]. Em 
estudos in vitro, utilizando-se culturas celulares, os dois métodos de sincronização mais 
comuns são choque de soro fetal ou dexametasona. O choque de soro fetal atua na 
expressão imediata de genes como Per1, Per2 e C-fos, que consequentemente geram uma 
cascata de regulação, permitindo o caráter oscilatório dos ritmos circadianos [Balsalobre, 
Damiola et al. 1998]. Já a sincronização com dexametasona, por se tratar de um 
glicocorticoide, ativa a transcrição de genes relógio que possuem elementos de resposta a 
glicocorticoides (GRE), e da mesma forma ativam a regulação de toda a maquinaria 
molecular do sistema de temporização [Balsalobre, Brown et al. 2000; Yamamoto, Nakahata 
et al. 2005]. 
O sistema de temporização apresenta uma maquinaria molecular altamente 
conservada entre as espécies, que conta, basicamente, com mecanismos de 
retroalimentação negativa de transcrição e tradução nos quais as proteínas participam da 
produção de seus próprios reguladores de retroalimentação negativa [Schibler e Sassone-
Corsi 2002].  
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Em mamíferos, dois fatores de transcrição hélix-loop-hélix, CLOCK/NPAS (Circadian 
Locomotor Output Cycles Kaput/Neuronal Per-Arnt-Single Minded domain-containing 
protein 2) e BMAL1 (Brain and Muscle Arnt Like protein 1) dimerizam através de domínios 
PAS (Per-Arnt-Single Minded) e subsequentemente, ligam-se a sequências E-box de 
promotores de genes-alvo. Assim, eles conduzem a expressão gênica rítmica de Per (Per1, 
Per2 e Per3) e Cry (Cry1 e Cry2). As proteínas PER e CRY acumulam e formam um complexo 
que é translocado de volta para o núcleo e inibe a expressão gênica mediada por 











Figura 1. Esquema para representação da maquinaria molecular de regulação dos ritmos biológicos, 
componente endógeno de todas as células de mamíferos [Chen L and Yang G. Recent advances in circadian 
rhythms in cardiovascular system. Front Pharmacol. 2015].  
O núcleo de regulação dessa maquinaria molecular é regulado por outras proteínas, 
incluindo um segundo loop que consiste de receptores nucleares relacionados ao ácido 
retinoico RORA (Retinoic-acid receptor Related Orphan Receptor A) e REV-ERBα, o qual se 
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liga a RORE (Retinoic-acid-like Orphan Receptor Response Elements), localizado no promotor 
de Bmal1, para regular sua transcrição. Recentemente, foi sugerido que REV-ERBα também 
reprime Clock de forma direta, através de um sítio de ligação no primeiro íntron deste gene 
[Crumbley e Burris 2011]. Em resumo, o sistema de temporização é regulado por 
mecanismos altamente complexos (como modificações pós-tradução nas proteínas 
circadianas e loops adicionais de retroalimentação de transcrição gênica) que participam do 
controle do sistema de regulação dos ritmos circadianos e ainda fornecem plasticidade que 
promove a adaptação do sistema a mudanças ambientais [Brown, Kowalska et al. 2012; 
Dardente e Cermakian 2007]. 
Sequências E-box são frequentes no genoma de mamíferos, destacando o amplo 
potencial de possíveis regulações nas quais a maquinaria molecular de regulação dos ritmos 
circadianos pode atuar. Além dos genes relógio, genes controlados pelo relógio (GCR) 
também são necessários para a fisiologia circadiana. Eles são regulados pelo heterodímero 
CLOCK-BMAL1, e assim apresentam oscilação dentro de 24h, porém eles não oscilam da 
mesma forma entre os tecidos. Essa regulação influencia diversas funções fisiológicas 
externas à maquinaria central de regulação, controlando, por exemplo: ingestão alimentar, 
síntese e liberação hormonal, temperatura corporal, metabolismo e até vias de regulação 
do estado redox [Akhtar, Reddy et al. 2002; Duffield, Best et al. 2002; Panda, Antoch et al. 
2002]. 
Tecidos periféricos, diferentemente do NSQ, parecem requerer sinais fisiológicos 
para manter seus ritmos circadianos. Estímulos como, fatores de crescimento, 
glicocorticoides, melatonina e ácido retinoico levam a oscilações de genes relógio e GCR em 
culturas de fibroblastos e tecidos periféricos [Le Minh, Damiola et al. 2001; Preitner, Brown 
et al. 2003; Brodsky e Zvezdina 2010]. Essas informações vão ao encontro com a observação 
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de que o alimento tem um efeito nos ritmos de tecidos periféricos sem interferir com a 
sincronização central exercida pelo NSQ [Schibler e Sassone-Corsi 2002; Preitner, Brown et 
al. 2003]. 
O sistema de temporização, em condições fisiológicas, é consideravelmente plástico 
e assim, é capaz de ajustar-se a diferentes zeitgebers do ambiente, sendo capaz de 
restabelecer o equilíbrio sempre que necessário. Essa coordenação interna melhora 
respostas a mudanças no estado fisiológico (por exemplo, ciclos de ingestão alimentar e 
jejum), e aperfeiçoa mecanismos envolvidos no controle da homeostase. As vias 
regulatórias do metabolismo de lipídeos e homeostase de glicose, por exemplo, estão 
sujeitas a regulação circadiana [Zhang, Liu et al. 2010; Lamia, Storch et al. 2008; Akhtar, 
Reddy et al. 2002; Panda, Antoch et al. 2002], o que garante que o fornecimento de energia 
permaneça o mais adequado a cada momento do dia, através da orquestração dos tecidos 
periféricos, como fígado, músculo e tecido adiposo.  
Diversos estudos envolvendo deleção e mutação de componentes da maquinaria 
molecular de regulação dos ritmos circadianos, em animais, mostraram que a função normal 
do sistema de temporização é importante para o bem-estar geral [Bechtold, Gibbs et al. 
2010; Barnard e Nolan 2008]. Por exemplo, em camundongos knockout para Clock, foi 
observado o desenvolvimento de uma síndrome de desregulação metabólica e distúrbio 
neurológico [Barnard e Nolan 2008; Turek, Joshu et al. 2005]; em camundongos knockout 
para Bmal1 foi encontrada uma diminuição no tamanho dos órgãos e do corpo, avanço de 
características relacionadas ao envelhecimento, aumento de marcadores de estresse 
oxidativo nos rins, coração e baço, e ausência de fertilidade [Bunger, Wilsbacher et al. 2000; 
Kondratov, Kondratova et al. 2006]; em camundongos deficientes para Per2, foi descrito um 
aumento na massa óssea e maior susceptibilidade ao câncer [Yang, Liu et al. 2009; Fu, Patel 
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et al. 2005; Fu, Pelicano et al. 2002]; e camundongos knockout para Rev-erbα eram obesos, 
apresentavam metabolismo de lipídeos alterado e termogênese aberrante [Delezie, Dumont 
et al. 2012; Hand, Usan et al. 2015; Gerhart-Hines, Feng et al. 2013]. Apesar de todas as 
notáveis mudanças causadas por alterações nos componentes da maquinaria molecular de 
regulação, nenhum traço foi comum a todos eles. 
Apesar dessas mudanças observadas por modificações nos componentes do sistema 
de temporização, sabe-se que distúrbios nessa maquinaria podem ter um impacto direto em 
doenças que envolvem sono, como insônia, narcolepsia, síndrome das pernas inquietas, 
entre outras. Além disso, o papel do sistema de temporização na fisiologia humana tem sido 
profundamente estudado em trabalhadores de turno, que trocam as atividades do dia e 
noite para um padrão diferente, e dessa forma, ficam expostos a diferentes zeitgebers e, 
apresentam um risco elevado para uma variedade de doenças, como diabetes mellitus e 
obesidade. Todas essas observações realizadas em trabalhadores de turno ajudam a 
comprovar a importância dos ritmos circadianos na fisiologia do organismo. Ademais, nos 
últimos anos, o funcionamento anormal do sistema de temporização tem sido envolvido 
com uma variedade maior de doenças, mais frequentes e multifatoriais, como: doenças 
cardiovasculares, câncer, depressão, síndrome metabólica, demonstrando que seu papel no 
metabolismo e fisiologia é ainda mais vasto do que era previsto [Salgado-Delgado, Tapia 
Osorio et al. 2011; Wang, Armstrong et al. 2011]. 
O mesmo ocorre a nível molecular, pois uma variedade de vias vem sendo descritas 
como moduladas pelo sistema de temporização ou por possuírem um papel na sua 
regulação. Por exemplo, no ciclo celular foi observado que a entrada na fase S acontece 
através da regulação dos ritmos circadianos [Dekens, Santoriello et al. 2003; Bjarnason e 
Jordan 2002], o que é muito importante para reduzir vulnerabilidade ao dano induzido por 
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radiação ultravioleta em células da pele em proliferação [Geyfman, Kumar et al. 2012]; em 
adição a isso, foi descrito que p20 e p21, os quais são importantes reguladores da transição 
G1/S, são controlados pelo sistema de temporização e apresentam uma expressão temporal 
que varia de forma tecido-específica [Grechez-Cassiau, Rayet et al. 2008; Laranjeiro, Tamai 
et al. 2013]. 
Outro importante mecanismo fisiológico relacionado com o sistema de temporização 
é o metabolismo. Iniciando pela ingestão alimentar, estudos têm demonstrado que a 
digestão e absorção realizadas pelo estômago e intestinos seguem oscilações circadianas 
em mamíferos, tanto pelos genes relógio quanto pela ingestão de alimentos [Bron e Furness 
2009; Scheving 2000]. Existem variações na absorção intestinal de glicose, peptídeos, 
lipídeos e drogas por diversos transportadores, e absorção de água e glicose está 
aumentada durante a noite em intestinos isolados de ratos [Fisher e Gardner 1976]. Além 
desses, o cotransportador de sódio/glucose 1 (Sglt1), o transportador de glucose 2 (Glut2) e 
o Glut5 apresentam oscilação circadiana em sua expressão [Tavakkolizadeh, Ramsanahie et 
al. 2005; Houghton, Iqbal et al. 2008], e também são regulados pela maquinaria molecular 
através da atividade E-box [Iwashina, Mochizuki et al. 2011]. Também já foi descrito que a 
quinase de proteína ativada AMP (AMPK), conhecida como sensor celular de energia por 
promover a produção de ATP através do aumento do catabolismo e/ou inibição do 
anabolismo [Hardie, Ross et al. 2012], fosforila CRY1, reduzindo sua associação com PER2, e 
com isso estende o período do ritmo endógeno [Lamia, Sachdeva et al. 2009]. Em células 
imortalizadas do NSQ, foi observado um acúmulo de ATP tempo-dependente e uma 
concentração de Ca2+ citosólico inversa [Burkeen, Womac et al. 2011]. Todos esses dados 
realçam a relação estreita entre o sistema de temporização e o metabolismo. 
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Apesar de já se saber que o sistema de temporização tem papel fundamental na 
regulação celular e no metabolismo, ainda é pouco explorada a associação entre a regulação 
dos ritmos circadianos e a fisiologia das organelas citoplasmáticas. Já foi descrito, por 
exemplo, que a biogênese ribossômica é regulada pelo sistema de temporização [Jouffe, 
Cretenet et al. 2013]; que alguns genes mitocondriais apresentam expressão rítmica e esses 
ritmos são interrompidos quando há mutação no gene Clock [Gong, Li et al. 2015]; e que o 
retículo endoplasmático apresenta uma dilatação (característica de estresse de retículo) que 
ocorre de forma circadiana [Chedid e Nair 1972]. Já com relação aos lisossomos, foi descrito 
que algumas de suas enzimas apresentam padrões de variação circadiana [Bhattacharya e 
von Mayersbach 1976; Uchiyama, Groh et al. 1981; Uchiyama e von Mayersbach 1981].  
Recentemente, tem-se avaliado as relações entre o sistema de temporização e as doenças 
de depósito lisossômico, que serão melhor abordadas a seguir, e observou-se que os 
padrões de oscilação estão diferentes nessas doenças e que eles variam de acordo com a 
característica patofisiológica de cada uma delas [Mazzoccoli, Tomanin et al. 2013; 




Lisossomos são as organelas digestivas mais importantes nas células e foram 
descritas pela primeira vez nos anos 50 por Christian de Duve [Appelmans, Wattiaux et al. 
1955; de 1959]. São organelas acídicas envoltas por membrana e localizadas no citoplasma 
de células eucarióticas, sendo responsáveis por diversos aspectos cruciais da homeostase 
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celular como: degradação de moléculas, reparo de membrana, autofagia, endocitose e 
metabolismo [Mazzoccoli, Mazza et al. 2015].  
Como diversas funções celulares envolvem o compartimento lisossômico, a 
ocorrência de distúrbios lisossômicos causa um impacto profundo na homeostase. Assim, a 
disfunção lisossômica pode ser a causa e/ou ter um papel em diversas doenças. Lisossomos 
tem um papel central nas doenças de depósito lisossômico (DDLs), porém tem-se 
aumentado as evidências indicando que essas organelas também estão ligadas a doenças 
mais frequentes e amplamente distribuídas, como câncer, doenças cardiovasculares e 
neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e esclerose amiotrófica lateral [Nixon, 
Yang et al. 2008; Kirkegaard e Jaattela 2009; Otomo, Pan et al. 2012]. Também, devido ao 
papel fundamental dos lisossomos no processo de autofagia, uma disfunção lisossômica 
prejudica esse processo, contribuindo com a patofisiologia das doenças [Levine e Kroemer 
2008]. 
Dentro dos lisossomos, há uma ampla variedade de enzimas capazes de degradar 
lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos nesse ambiente de pH baixo, o que 
justifica o porque uma das funções mais conhecidas dessa organela é como sistema 
digestivo celular, degradando materiais tanto de origem exógena como componentes 
obsoletos das células [Cooper, 2000].  
As enzimas hidrolíticas lisossomais incluem sulfatases, glicosidases, peptidases, 
fosfatases, lípases, nucleases e, estão ativas em um pH 5 aproximadamente, enquanto o 
restante do citoplasma apresenta um pH neutro de aproximadamente 7,2 [Settembre, Fraldi 
et al. 2013]. Essa característica proporciona proteção contra digestão indiscriminada dos 
componentes do citosol em caso da membrana lisossômica se romper. A manutenção do pH 
acídico interno dos lisossomos requer uma concentração maior de H+, e isso é realizado 
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através da atividade da H+-ATPase vacuolar na membrana dos lisossomos [Ohkuma, 
Moriyama et al. 1982], um complexo proteico multimérico transmembrana que ativamente 
transporta prótons do citosol. Essa atividade depende de gasto energético através da 
hidrólise de ATP [Mindell 2012] para bombear prótons do citosol, contra seu gradiente 
eletroquímico, para o lúmen lisossômico, garantindo uma diferença de concentração de 
aproximadamente 100 vezes mais H+ dentro da organela.  
Os lisossomos representam o final da via de degradação endocítica, que se inicia 
com endossomos precoces que brotam da membrana plasmática. Nessas vesículas, quando 
tardias, o material carregado pode tanto seguir a via de reciclagem de volta para a 
membrana ou ser retido para degradação. Ao longo da maturação gradual, o endossomo 
precoce se torna endossomo tardio, contendo menos carga de reciclagem e mais proteínas 
lisossômicas, provenientes do retículo endoplasmático e processadas pelo complexo de 
Golgi (adição de manose-6-fosfato) [Appelqvist, Waster et al. 2013].  
Existem duas vias principais de degradação dentro das células: o sistema lisossômico 
e o sistema ubiquitina-proteassomo. O proteassomo é usado prioritariamente para 
degradação de proteínas intracelulares de vida curta, enquanto que lisossomos degradam 
todos os tipos de macromoléculas de origem intra e extracelular.  
A rede de genes responsável pela biogênese lisossômica e sua regulação é chamada 
“expressão e regulação lisossômica coordenada” (Coordinated Lysosomal Expression And 
Regulation - CLEAR). Diversos genes que codificam para componentes lisossômicos possuem 
uma sequência específica de nucleotídeos (GTCACGTGAC) próxima ao sítio de início de 
transcrição [Sardiello, Palmieri et al. 2009]. O fator de transcrição EB (TFEB) entra no núcleo 
e se liga aos elementos CLEAR para indução de transcrição gênica. São conhecidos em torno 
de 500 genes-alvos diretos de TFEB e eles estão envolvidos em funções diversas como 
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biogênese lisossômica e autofagia [Palmieri, Impey et al. 2011; Settembre, Di Malta et al. 
2011].  Esse fator de transcrição é considerado o principal regulador da função lisossômica.  
O lisossomo também tem um papel importante no processo de autofagia, uma via 
de degradação fundamental que medeia a reciclagem de organelas e proteínas celulares 
[Mizushima, Ohsumi et al. 2002]. Durante a autofagia, componentes citoplasmáticos, 
proteínas comprometidas e organelas inteiras são degradadas e recicladas para gerar 
substratos e metabólitos para processos anabólicos. Nesse processo, uma grande porção do 
citosol é mantida em vesículas chamadas autofagossomos e então, degradadas a partir da 
fusão com lisossomos. Através da autofagia basal, a reciclagem de organelas pode ser 
regulada, incluindo mitocôndrias, peroxissomos e retículo endoplasmático. Além disso, a 
autofagia também pode ser induzida durante a depleção de nutrientes, gerando ATP a partir 
do catabolismo de macromoléculas e, no estresse oxidativo, permitindo a remoção de 
componentes danificados do citoplasma, sendo, portanto, considerada uma via pró-
sobrevivência [Ravikumar, Berger et al. 2006]. 
Durante o processo de depleção de nutrientes em células e órgãos, a autofagia tem 
um papel importante na manutenção do balanço energético através da degradação direta 
de fontes de energia envoltas pelos autofagossomos. A autofagia ativa a degradação de 
proteínas para obter os aminoácidos como combustível para geração de ATP através do 
ciclo do ácido tricarboxílico. Partículas de gordura podem ser transferidas para os 
lisossomos pelos autofagossomos e então degradadas pelas lipases ácidas lisossômicas 
[Singh, Kaushik et al. 2009] e/ou, degradadas pelas lipases citosólicas em glicerol e ácidos 
graxos, os quais são convertidos a ATP através do transporte de glicerol-fosfato e vias de β-
oxidação. Assim, a inibição da autofagia pode causar acúmulo de triglicerídeos intracelulares 
e baixa produção de ATP [Kim e Lee 2014].  
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Além disso, sabe-se que neurônios do hipotálamo tem uma função crítica na 
regulação da homeostase energética e ingestão alimentar do organismo como um todo, e 
em artigos publicados recentemente, foi observado que a dieta crônica de gorduras ou 
obesidade prejudicam a autofagia através do bloqueio da formação do autofagossomo e 
fusão com o lisossomo ou por danificar os lisossomos [Yang, Li et al. 2010; Koga, Kaushik et 
al. 2010; Inami, Yamashina et al. 2011; Las, Serada et al. 2011]. Ademais, esse desafio 
nutricional, a dieta crônica de gorduras, em outro artigo, foi descrita por promover uma 
reprogramação transcricional no sistema de temporização. Mais especificamente foi 
observado que a oscilação de alguns transcritos circadianos foi diminuída ou perdida, 
provavelmente por um recrutamento de transcrição inadequado realizado por 
CLOCK:BMAL1, e além disso, foram observados também um avanço de fase de alguns 
metabólitos e uma indução de oscilação de novo de transcritos gênicos [Eckel-Mahan, Patel 
et al. 2013]. Essa influência rápida que a dieta teve sobre o sistema de temporização 
demonstra que um desafio nutricional é capaz de remodelar esse sistema.  
Já se sabe que o metabolismo depende tanto de uma regulação adequada dos 
ritmos circadianos assim como da atividade lisossômica, assim, seria razoável considerar 
que os lisossomos estão de alguma forma relacionados ao sistema de temporização. Como 
já citado anteriormente, existem dados prévios de histoquímica e citoquímica mostrando 
padrões de oscilação circadiana nas enzimas lisossômicas [Bhattacharya e von Mayersbach 






1.3. DOENÇA DE FABRY 
 
 Existe um grupo de aproximadamente 50 doenças, chamadas DDLs, que são 
causadas pela ausência ou deficiência de alguma enzima específica fundamental para a 
degradação de moléculas complexas e caracterizadas pelo acúmulo de resíduos metabólicos 
dentro dos lisossomos [Futerman e van Meer 2004; Ballabio e Gieselmann 2009].  
São doenças genéticas, que podem ser tanto de herança autossômica recessiva, 
como as doenças de Pompe e Gaucher, ou ligadas ao cromossomo X, como as doenças de 
Fabry e Danon. Embora as DDLs sejam consideradas doenças raras, esse grupo de doenças é 
considerado uma questão importante para os sistemas de saúde [Meikle, Hopwood et al. 
1999], uma vez que abrangem todo o organismo e assim, esses pacientes apresentam um 
amplo comprometimento da saúde e qualidade de vida.  
A Doença de Fabry (DF) é uma DDL ligada ao cromossomo X, caracterizada pelo 
acúmulo de glicoesfingolipídeos específicos, principalmente globotriaosilceramídeo (Gb3), 
dentro dos lisossomos de diversos órgãos e tecidos, como: coração, rins, fígado, músculo, 
endotélio vascular, entre outros [Hulkova e Elleder 2010; Desnick, Brady et al. 2003; Clarke 
2007; Zarate e Hopkin 2008]. Esse acúmulo observado na DF é devido à deficiência da 
atividade enzimática da α-galactosidase A (α-gal A), causada pela mutação no gene GLA, 















Figura 2. Figura modificada de Chris Gilbert, com esquema das vias metabólicas comprometidas em diversas 
DDLs, com destaque para a DF, em vermelho.  
A incidência da DF é estimada entre 1:40.000 e 1:117.000 nascimentos [Desnick, 
Brady et al. 2003; Meikle, Hopwood et al. 1999], mas um estudo já encontrou uma 
incidência de 1:3.100 [Spada, Pagliardini et al. 2006]. Pacientes com essa doença não 
apresentam um fenótipo facial e os sintomas, como são comuns a outras patologias, 
dificultam o diagnóstico imediato e uma estimativa de incidência precisa. Além disso, como 
os sintomas não afetam a capacidade reprodutiva, existe a probabilidade de nascer vários 
afetados em uma mesma família. 
Os primeiros sintomas podem ocorrer já na infância e as manifestações incluem 
comprometimento cardíaco e renal graves, distúrbios gastrointestinais, depressão, 
acroparestesia, acidentes vasculares encefálicos, intolerância ao frio e/ou calor, e alterações 
em pele (angioqueratoma), olhos, ouvidos, pulmões e ossos [Mehta, Beck et al. 2010].  
A causa mais comum de mortalidade entre os pacientes é o dano cardiovascular 
(aproximadamente 50% dos óbitos) [Waldek, Patel et al. 2009; Mehta, Clarke et al. 2009]. 
Como primeiro sintoma, 80% dos homens e 63% das mulheres com DF reportam dor 
neuropática [Martins, Kyosen et al. 2013; Wilcox, Oliveira et al. 2008]; ainda, mais de 
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metade dos pacientes fazem uso de medicamentos para dor, drogas antiinflamatórias não 
esteroidais e anticonvulsivantes. Considera-se que a qualidade de vida desses pacientes é 
equivalente a pacientes hemofílicos e portadores de HIV [Connock, Juarez-Garcia et al. 
2006]. 
Pacientes com DF, antes de 2001, costumavam ser tratados apenas com drogas 
paliativas para cada sintoma apresentado. Após esse ano, a terapia de reposição enzimática 
Schiffmann, Murray et al.  começou a ser utilizada, e consiste na infusão de enzima 
recombinante, correspondente à α-gal A, a cada duas semanas [Schiffmann, Murray et al. 
2000; Eng, Guffon et al. 2001; Lidove, West et al. 2010]. Atualmente, existem dois tipos de 
enzimas recombinantes disponíveis para tratamento, Betagalsidase (Fabrazyme®; Genzyme 
Corporation, Cambridge, MA) e Alfa-agalsidase (Replagal®; Shire Human Genetic Therapies 
Inc, Cambridge, MA) [de Souza, Krug et al. 2010]. 
Embora a origem da DF seja conhecidamente genética, os sintomas dessa doença 
não são completamente explicados pelo acúmulo lipídico, assim como os efeitos esperados 
com a TRE. Dessa forma, diversos estudos têm sido realizados para investigar vias 
secundárias que possam estar potencialmente envolvidas na patofisiologia da DF. 
Algumas das alterações patofisiológicas observadas na DF já foram correlacionadas 
com um desbalanço do estado redox. Em um trabalho de Müller e colaboradores (2012), 
foram investigados em eritrócitos de pacientes com DF os níveis de enzimas antioxidantes. 
Nele, foi reportado um aumento dos níveis de atividade da catalase e também, níveis 
elevados de glutationa total [Muller, Galdieri et al. 2012]. Em outro artigo, foi observado 
que sobrecarga com Gb3 em células em cultura resultou em um aumento da produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) de forma concentração-dependente e, além disso, o 
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plasma de pacientes com DF, quando incubado nas culturas de células endoteliais, levaram 
a um aumento na geração de EROs [Shen, Meng et al. 2008].  
Diversos trabalhos tem apontado as EROs como responsáveis, mesmo que 
parcialmente, pela morte celular nas DDLs. Além da DF, já foram descritas alterações no 
estado redox também para outras DDLs. Em fibroblastos de pacientes com doença de 
Niemann-Pick tipo C1, aumento de EROs e peroxidação de lipídeos foram descritos [Reddy, 
Ganley et al. 2006]; em MPS III foi observado que o desbalanço do estado redox resultou em 
oxidação de proteínas, lipídeos e DNA [Villani, Di Domenico et al. 2009]; e em camundongos 
knockout para o gene Idua, modelo da doença MPS I, verificou-se desbalanço oxidativo 
[Reolon, Reinke et al. 2009] assim como, em pacientes, foi observado níveis elevados de 
peroxidação de lipídeos e, com a TRE para esta doença houve um aumento nos níveis de 
catalase [Pereira, Martins et al. 2008].  
Dessa forma, o papel do desequilíbrio do estado redox pode ter uma relevância no 
estudo das DDLs, uma vez que já tem sido amplamente relacionado com outras doenças 
neurodegenerativas comuns [Vitner, Platt et al. 2010].  
 
1.4. ESTADO REDOX 
 
 Oxigênio molecular (O2) é essencial para a sobrevivência de todos os organismos 
aeróbicos. O metabolismo energético aeróbico é dependente de fosforilação oxidativa 
mitocondrial, na qual o O2 serve como aceptor de elétron final para citocoromo-c-oxidase, 
que catalisa a redução de O2 para H2O. Metabólitos parcialmente reduzidos e altamente 
reativos são formados durante essas (e outras) reações de transferência de elétrons, como 
ânion superóxido (O2
−), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (HO•). Esses 
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metabólitos parcialmente reduzidos são frequentemente chamados de espécies reativas de 
oxigênio (EROs), por serem altamente reativos em relação ao O2 [Halliwell 1991; Thannickal 
e Fanburg 2000].  
 EROs da mitocôndria e outras fontes celulares são consideradas tóxicas e 
apresentam potencial de danificar ácidos nucleicos, proteínas e lipídeos [Freeman e Crapo 
1982]. Para proteção contra os potenciais danos das EROs, as células possuem diversas 
enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), que reduz O2 
−· a H2O2; catalase 
( CAT ) e glutationa peroxidase, que reduzem H2O2 a H2O [Thannickal e Fanburg 2000; Ray, 
Huang et al. 2012]. Os antioxidantes também podem ser não enzimáticos, como é o caso da 
glutationa, de alguns nutrientes essenciais (vitaminas A, C, E) e minerais (zinco, cobre, 
manganês, selênio e ferro). 
 Assim, o estresse oxidativo pode ser amplamente definido como um desbalanço 
entre a produção de EROs e a capacidade antioxidante da célula. Essa condição de estresse 
tem sido relacionada com carcinogênese [Trachootham, Alexandre et al. 2009], 
neurodegeneração [Andersen 2004; Shukla, Mishra et al. 2011], aterosclerose, diabetes 
[Paravicini e Touyz 2006] e envelhecimento [Haigis e Yankner 2010]. Porém, a capacidade 
das EROs causarem danos depende do tipo de radical que está agindo e a molécula que está 
sendo atacada. 
 A bioquímica das EROs, primariamente, determina a habilidade de diferentes 
espécies de reagir com substratos celulares específicos no microambiente em que elas são 
produzidas. As EROs são comumente categorizadas como radicais livres, porém nem toda 
ERO é radical livre. Um radical livre é definido como qualquer espécie atômica ou molecular 
capaz de existência independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados em 
um de seus orbitais molecular [Halliwell 1989]. 
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A enzima antioxidante SOD1, ou Cu/Zn SOD, tem papel fundamental na defesa 
contra as EROs, pois atua na dismutação de íons superóxido resultando na formação de 
peróxido de hidrogênio. Além disso, já foi descrito que uma superexpressão de SOD1 
reduziu a citotoxicidade e preveniu  a ativação de caspase-3 em células renais isquêmicas 
[Liang, Arsenault et al. 2009]; e em outro trabalho, uma deficiência de Sod1 comprometeu 
proliferação e induziu apoptose associada com acúmulo de O2
•− no citoplasma e 
mitocôndria de fibroblastos de camundongos [Watanabe, Shibuya et al. 2013].  
A CAT por sua vez decompõe o H2O2, gerando água e oxigênio molecular [Fridovich 
1995], sendo que essa função de peroxidase também é compartilhada com a glutationa 
peroxidase, e já foi descrito que em alguns casos é necessária a cooperação entre as duas 
para resistência à morte celular induzida por H2O2 [Baud, Greene et al. 2004].  
 Como já foi citado brevemente, o estado redox também está sujeito à regulação pelo 
sistema de temporização. Por exemplo, a remoção das EROs é um processo que varia ao 
longo do dia [Krishnan, Davis et al. 2008; Kanabrocki, Murray et al. 2002], seguindo um 
ritmo circadiano, assim como a expressão gênica de enzimas antioxidantes, inclusive de 
Sod1 e Cat  [Xu, Zhang et al. 2012]. Além disso, já foi observado que o ciclo redox tem um 
ritmo de 24h em eritrócitos (células anucleadas) e em outras células eucarióticas também 
[O'Neill e Reddy 2011; O'Neill, van Ooijen et al. 2011] e, por outro lado, no NSQ, o disparo 
neuronal rítmico foi descrito como regulado pelo estado redox [Wang, Yu et al. 2012]. 
Sabendo que o sistema de temporização tem ação sob os lisossomos e sob o estado 
redox, e que em DDLs já foram observadas diferenças no sistema de temporização assim 
como alterações no estado redox, a hipótese do presente trabalho é que os lisossomos tem 
um papel na regulação do sistema de temporização, que essas organelas também 
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influenciam no estado redox, e que as possíveis alterações no sistema de temporização 
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2.1. OBJETIVO GERAL 
 
 O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar as consequências do mau 
funcionamento lisossômico, induzido por droga ou defeito genético, no sistema de 
temporização celular e no estado redox.  
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Os objetivos específicos do presente trabalho foram verificar e avaliar:  
1. A expressão prolongada de componentes do sistema de temporização, gene Bmal1 e 
proteína PER2, durante a inibição lisossômica em fibroblastos de ratos e tecido cardíaco de 
camundongos, respectivamente; 
2. O efeito agudo da inibição lisossômica na expressão dos genes relógio Bmal1, Per1 e Per2 
em cardiomiócitos de ratos; 
3. O efeito agudo da inibição lisossômica em proteínas da via de autofagia: AMPK-
fosforilado e LC-3 em cardiomiócitos de ratos; 
4.  A expressão dos genes relógio BMAL1, CLOCK, PER1, PER2 e CRY1 em fibroblastos de 
indivíduos controle e pacientes com DF; 
5. A expressão do gene GLA e atividade da enzima α-gal A em fibroblastos de indivíduos 
controle e pacientes com DF; 
6. O efeito da inibição lisossômica na enzima antioxidante SOD1 em fibroblastos de ratos; 
7. A expressão dos genes de enzimas antioxidantes SOD1 e CAT em fibroblastos de 
indivíduos controle e pacientes com DF, e; 
8. A expressão e localização da enzima antioxidante SOD1 e da proteína integral de 
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 3.1. Culturas celulares 
Todas as culturas de células utilizadas foram mantidas em meio Dulbecco modificado 
(DMEM) Sigma-Aldrich (Reino Unido), suplementado com 10% de soro fetal bovino e em 
incubadora a 37oC e 5% de CO2. 
 
3.2. Expressão gênica 
 Para a análise de expressão gênica, o RNA foi extraído das células usando o kit de 
extração da Bio-Rad (EUA) e foi realizada a transcrição reversa do material para cDNA com o 
kit High Capacity cDNA  Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA). Para a reação de 
qPCR, foi usado iTaq Universal SYBR Green Supermix no aparelho CFX-Connect Real-Time, 
sendo ambos da Bio-Rad. 
 
3.3. Imunofluorescência 
 Para avaliação das células por imunofluorescência, fibroblastos de ratos ou humanos 
foram plaqueados em lamínulas circulares de vidro antes da realização de cada 
experimento. Para fixação dessas células foi utilizado paraformaldeído 4% em PBS por 10 
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minutos, seguido de incubação com Triton 0,5% em PBS por 5 minutos a 4oC e, posterior 
lavagem com PBS. As células foram mantidas em PBS a 4oC até o momento da avaliação. 
 Os anticorpos primários de camundongo anti-LAMP-2 (Santa Cruz Biotechnology, 
EUA) e de coelho anti-SOD1 (Abcam, Reino Unido) foram usados nas diluições 1:200 e 1:100, 
respectivamente, por 1 hora. Os anticorpos secundários anti-camundongo e anti-coelho 
(Abcam, Reino Unido) foram usados nas diluições 1:500 por 1 hora no escuro. DAPI foi 
usado na concentração 1:2.000 por 10 minutos para marcação de núcleo. 
 As imagens foram adquiridas em microscópio confocal acoplado a câmera Nikon, em 
aumento de 400 ou 600x.   
 
3.4. Western Blotting 
Para a realização de Western Blotting, as proteínas foram separadas por precipitação 
em acetona e quantificadas pelo método de Bradford [Bradford 1976]. Após a quantificação, 
as amostras foram ressuspensas em tampão contendo β-mercaptoetanol e aplicadas em gel 
de acrilamida 12%. Após a corrida do gel, os mesmos foram transferidos para membrana de 
nitrocelulose e em seguida bloqueados com 5% de leite em pó desnatado em TBS-Tween 
por 1 hora, sob agitação. Depois do bloqueio das membranas, estas foram incubadas 
overnight à 4oC com os anticorpos primários, lavadas com TBS-Tween e, incubadas com o 
anticorpo secundário por 1 hora. As membranas foram reveladas usando o kit de substrato 
quimioluminescente da Thermo Fisher Scientific (EUA). As bandas foram visualizadas e 




3.5 EXPERIMENTO 1 – Inibição lisossômica e avaliação de componentes do 
sistema de temporização por bioluminescência 
Para verificar se o mau funcionamento lisossômico leva a alguma consequência na 
regulação do sistema de temporização, foi utilizada a técnica de bioluminescência para 
avaliação da expressão do gene Bmal1. Para isso, foram utilizados fibroblastos de ratos com 
o gene Bmal1 conjugado a luciferase (Bmal1::Luc) [Meng, McMaster et al. 2008]. 
 A bioluminescência pôde ser avaliada através do uso do aparato Lumicycle 32, da 
Actimetrics (EUA), onde os fótons são contados a cada 10 minutos e registrados como 
contagens por segundo. As células foram tratadas com diferentes inibidores lisossômicos, 
sendo eles: bafilomicina [10nM], amantadina [100µM], cloreto de amônio [10mM] e 
monensina [10µM]. Esses inibidores atuam no lisossomo de formas distintas, sendo que a 
bafilomicina inibe a V-ATPase vacuolar, amantadina e cloreto de amônio são drogas 
lisossomotrópicas, ou seja, permeiam o lisossomo e atuam como base fracas, e a monensina 
altera o pH de vesículas endocíticas através da troca de prótons por potássio e sódio; sendo 
todos obtidos da Sigma-Aldrich (Reino Unido). Todas as drogas atuam no pH lisossômico, 
porém, através de mecanismos distintos (proteico e físico). Bafilomicina e monensina foram 
diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) enquanto amantadina e cloreto de amônio em água, 
dessa forma, os grupos controle (nos experimentos com tratamentos) receberam a mesma 
concentração de DMSO usada nos grupos tratados (0,01%).  
 As células foram distribuídas em placas de Petri de 35 mm, sincronizadas com 
dexametasona [100nM] por 1 hora e então o meio de cultura foi trocado por meio DMEM 
sem fenol (Gibco), suplementado com 5% de soro fetal bovino, com luciferina (Promega, 
Reino Unido). As placas foram seladas com lamínulas circulares e graxa de vácuo (Dow 
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Corning, Reino Unido) e mantidas a 37oC e 0% de CO2 no aparato de captação, o qual é 
mantido em uma incubadora no escuro. Os tratamentos foram realizados em dois 
momentos, durante o pico e o vale de expressão de Bmal1. Esse experimento foi realizado 
em quadruplicata para cada grupo, não tratado e tratado com cada droga.  
 Foi realizada uma curva de concentração durante o pico de expressão do gene 
Bmal1, nas células Bmal1::Luc, com as drogas bafilomicina e amantadina, sendo as 
concentrações, 2/5/20nM e 20/50/200µM, respectivamente. Esse experimento foi realizado 
em triplicata para cada concentração.   
 Para confirmação do que foi observado nas culturas de células conjugadas a 
luciferase, foi utilizado tecido cardíaco de camundongo com a proteína PER2 conjugada a 
luciferase. Os tecidos cardíacos foram sincronizados com dexametasona [100nM] e então 
colocados em meio DMEM sem fenol, suplementado com 5% de soro fetal bovino e com 
luciferina. O tratamento do tecido foi realizado com amantadina [200µM], e o N=3 para 
cada grupo, controle e tratado.  As placas de Petri de 35 mm, com os tecidos, foram seladas 
e submetidas à captação de bioluminescência.  
 Para confirmação de que a ação das drogas ocorreu nos lisossomos, foi avaliada a 
proteína LAMP-2, proteína integral de membrana lisossômica, nos fibroblastos Bmal1::Luc 
por imunofluorescência. LAMP-2 foi avaliada após 2 e 24h de tratamento com bafilomicina 
[10nM] e amantadina [100µM] durante o pico de expressão de Bmal1.  
 
3.6. EXPERIMENTO 2 – Efeito agudo da inibição lisossômica em genes relógio 
 Após a inibição lisossômica pelas drogas, foi realizada a análise do efeito agudo desta 
inibição na expressão de genes relógio. Cardiomiócitos de ratos (C2H9) foram utilizados 
porque uma disfunção do sistema de regulação dos ritmos biológicos nessas células está 
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envolvida com múltiplas doenças cardíacas, destacando a importância desse sistema para 
sua fisiologia, e, além disso, os cardiomiócitos apresentam diversas complicações nas DDLs, 
como DF, Pompe e Danon. E como mencionada anteriormente, a causa mais comum de 
mortalidade entre os pacientes com DF é comprometimento cardíaco (cerca de 50% dos 
óbitos) [Waldek, Patel et al. 2009; Mehta, Clarke et al. 2009].  
 Para isso, as células C2H9 foram sincronizadas com dexametasona [100nM] por 1 
hora, tratadas com bafilomicina [10nM] e amantadina [100µM] no pico de expressão do 
gene Bmal1 (usando como base o experimento anterior de bioluminescência), e coletadas 
após 0, 1 e 2 horas de tratamento para posterior extração de RNAm e análise de expressão 
dos genes Bmal1, Per1 e Per2, usando S29 como gene de referência. O presente 
experimento foi realizado em triplicatas para todos os grupos (não tratado, tratado com 
bafilomicina e tratado com amantadina).  
  
3.7. EXPERIMENTO 3 – Efeito agudo da inibição lisossômica em proteínas 
envolvidas na autofagia 
 Após a inibição lisossômica, foi avaliado também o efeito agudo da mesma em 
proteínas envolvidas na autofagia. Concomitantemente,  proteína LAMP-2 também foi 
avaliada a fim de comprovar que os lisossomos são comprometidos nas primeiras horas 
após o tratamento em cardiomiócitos. No pico de expressão de Bmal1, os cardiomiócitos 
foram tratados com bafilomicina [10nM] e amantadina [100µM] e coletados após 0, 1 e 2 
horas para extração das proteínas (descrito na seção 3.4). 
  As proteínas avaliadas nesse experimento por Western Blotting foram: AMPK 
fosforilada (pAMPK), LC3 e LAMP-2, sendo que GAPDH foi utilizada como proteína de 
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referência. O anticorpo de coelho anti-pAMPK foi obtido da Cell Signaling Technology (EUA), 
e os anticorpos anti-LC3 de coelho, anti-LAMP-2 e anti-GAPDH, ambos de camundongo, da 
Abcam. Os anticorpos primários foram utilizados na diluição 1:1.000, o anticorpo secundário 
anti-coelho (Abcam) foi utilizado na diluição 1:3.000 e o secundário anti-camundongo 
(Abcam) 1:4.000. Esse experimento foi desenvolvido em triplicatas.  
 
3.8. EXPERIMENTO 4 – Expressão de genes relógio em modelo de doença 
lisossômica 
 A fim de complementar a análise da expressão de genes relógio na presença de 
lisossomos comprometidos, que até então só tinha sido realizada através do uso de drogas 
inibitórias, escolheu-se um modelo biológico com a fisiologia lisossômica disfuncional: a DF.  
 Culturas de fibroblastos de 3 pacientes homens portadores de mutação no éxon 5 do 
cromossomo X, c.658C>T, que resulta em stop códon  Arg220Ter (R220X), foram obtidas do 
Instituto Coriell (EUA), assim como culturas de fibroblastos de 3 indivíduos saudáveis (sem 
alterações no gene da α-gal A), dois homens e uma mulher, sendo que essa última amostra 
foi utilizada apenas para a análise da atividade circadiana da α-gal A. Os pacientes, quando 
suas amostras foram coletadas, apresentavam as seguintes idades: F1 - 17 anos, F2 – 18 
anos e F3 – 16 anos; e os indivíduos usados como controles, apresentavam as seguintes 
idades: C1 – 19 anos, C2 – 19 anos e C3 – 38 anos.  
 As células foram previamente sincronizadas com dexametasona [100nM] por 1 hora 
e coletadas após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para posterior extração de RNA e avaliação da 
expressão dos genes BMAL1, CLOCK, PER1, PER2 e CRY1 sendo que o ACTB foi utilizado 
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como gene de referência. O presente experimento foi realizado em duplicatas, tendo o 
grupo de pacientes com DF N=3 e o grupo de controles N=2. 
   
3.9. EXPERIMENTO 5 – Expressão e atividade circadiana de enzima 
lisossômica 
 Como a DF foi escolhida como modelo de lisossomo disfuncional, foram analisados 
se o gene e a atividade da enzima comprometidos na DF apresentam padrão de expressão 
circadiano, como já descrito na literatura para outras enzimas lisossômicas [Bhattacharya e 
von Mayersbach 1976; Uchiyama, Groh et al. 1981; Uchiyama e von Mayersbach 1981].  
 Para análise de expressão gênica, foi analisado o gene GLA, que codifica para enzima 
α-gal A. Fibroblastos de indivíduos controles (N=2) e pacientes com DF (N=3) foram 
previamente sincronizados com dexametasona [100nM] por 1 hora, e as células foram 
então coletadas após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para avaliação da expressão do gene GLA. Na 
análise da expressão gênica, o gene ACTB foi utilizado como gene de referência, e esse 
experimento foi realizado em duplicatas.  
 Para ensaio da atividade enzimática da α-gal A, foram utilizadas apenas fibroblastos 
de indivíduos controles (N=2), os quais foram sincronizados através do método de choque 
de soro fetal, no qual as células são incubadas por 2h com DMEM com 50% de soro fetal 
bovino e em seguida incubadas com DMEM sem soro. Os pellets de células foram coletados 
após 1, 10 e 22h da sincronização. Esses pellets foram sonicados em PBS e foi realizado o 
ensaio adaptado de Desnick, Allen et al. 1973; no qual a determinação de α-gal A é realizada 
em leucócitos ou linfócitos através de sua ação no substrato fluorimético 4-metilumbeliferil 
α-D-galactopiranosideo, que libera metilumbeliferona (4MU) em pH alcalino, produzindo 
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fluorescência proporcional à quantidade de moléculas hidrolisadas. Os resultados de 
atividade são apresentados em nmol/mg de proteína/hora. O presente experimento foi 
realizado em duplicata.  
 
3.10. EXPERIMENTO 6 – Efeito da inibição lisossômica em enzima 
antioxidante 
 Já é conhecido da literatura, que as DDLs, inclusive a DF, apresentam um 
desequilíbrio no estado redox celular [Shen, Meng et al. 2008; Muller, Galdieri et al. 2012]. 
Por esse motivo, foi avaliada, por imunofluorescência, como descrito na seção 3.3, a 
expressão da enzima SOD1 após 2 e 24h das inibições realizadas com amantadina [100µM] e 
bafilomicina [10nM] em fibroblastos Bmal1::Luc durante o pico de expressão do gene 
Bmal1.  
 
3.11. EXPERIMENTO 7 – Expressão de genes de enzimas antioxidantes na DF  
 A fim de avaliar e comparar a oscilação circadiana da expressão de genes de enzimas 
antioxidantes em pacientes com DF e indivíduos saudáveis, fibroblastos de pacientes e de 
indivíduos saudáveis foram previamente sincronizados com dexametasona [100nM] por 1 
hora e amostras foram coletadas após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para posterior extração de 
RNA. Foram analisados os genes SOD1 e CAT, sendo que o ACTB foi utilizado como gene de 
referência. Esse experimento foi realizado em duplicata, tendo o grupo de pacientes com DF 





3.12. EXPERIMENTO 8 – Expressão e localização de SOD1 e LAMP2 na DF 
  Para avaliar a enzima SOD1 e a proteína LAMP-2 por imunofluorescência, os 
fibroblastos de indivíduos controle e de pacientes com DF foram sincronizados com 
dexametasona [100nM] por 1 hora e coletados após 20 e 32h da sincronização. As células 
foram processadas como descrito na seção 3.3, e analisadas a fim de visualizar possíveis 
diferenças de expressão e localização em um intervalo de 12h dentro do ciclo circadiano. 
 
3.13. Análise estatística 
Para a análise estatística dos resultados de bioluminescência (Experimento 1), foram 
selecionados os parâmetros de fase e/ou período, os quais foram calculados a partir do 
software de análise do LumiCycle (Actimetrics, EUA). A fase foi calculada a partir do primeiro 
pico após tratamento e o período médio após o tratamento foi utilizado para análise, sendo 
que o teste t de Student foi aplicado em ambos (nível de significância adotado menor que 
0,05). 
  Nos Experimentos 2, 4, 5 e 7, a análise da expressão gênica foi realizada pelos níveis 
de expressão relativa dos RNAm através do método comparativo de 2−ΔΔCt [Livak e 
Schmittgen 2001]. Em todos os casos, os grupos tratados e/ou de pacientes com DF tiveram 
seus valores normalizados em relação ao primeiro ponto do grupo não tratado e/ou 
controle, respectivamente. O teste t de Student foi aplicado entre os respectivos grupos de 
cada experimento a cada tempo de coleta (p<0,05). Além disso, no experimento 5 (seção 
3.9), foi realizado teste ANOVA de uma via para verificar se o GLA apresenta oscilação 
(p<0,05). Para avaliar se os genes apresentaram oscilação circadiana, foi utilizado o software 
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Acro, por análise Cosinor (p<0,05), no qual 5 ou 6 pontos da sequência temporal foram 
submetidos à análise de curva cosseno.  
 Da mesma forma, os resultados obtidos no Experimento 3 (Western Blotting de 
proteínas de apoptose) e no Experimento 5 (atividade circadiana α-gal A), foram analisados  
por teste t de Student (p<0,05). 
 Já nos experimentos de imunofluorescência (Experimentos 1, 6 e 8), foi realizado o 
cálculo de fluorescência das células captadas em triplicata pelo software EZ-C1 3.90 
FreeViewer e, em seguida, aplicada a análise estatística por teste t de Student (p<0,05).  

























4.1. EXPERIMENTO 1 – Inibição lisossômica e avaliação de componentes do 
sistema de temporização por bioluminescência 
 
 A fim de verificar o efeito que a inibição lisossômica teria sob a maquinaria 
molecular do sistema de temporização, foram utilizados fibroblastos Bmal1::Luc 
sincronizados previamente e tratados no pico de expressão de Bmal1 com drogas inibidoras 
do lisossomo: bafilomicina [10nM], amantadina [100µM], monensina [10µM] e cloreto de 
amônio [10mM]. 
Em todos os tratamentos realizados, foi possível observar uma mudança no padrão 
de expressão do gene Bmal1, sendo essa caracterizada por um deslocamento das curvas 
para a esquerda (), ou avanço de fase, em relação às células não tratadas. Além disso, é 
possível observar que esse avanço é mantido ao longo dos ciclos seguintes aos tratamentos 
(Fig. 4A-D). O avanço de fase foi estatisticamente significante para todos os tratamentos 
































Figura 4. Inibição lisossômica durante o pico de expressão de Bmal1 promove um avanço de fase na 
expressão desse gene. Bioluminescência em tempo real de células Bmal1::Luc tratadas durante o pico de 
expressão de Bmal1 com (A) bafilomicina, (B) monensina, (C) amantadina e (D) cloreto de amônio, os traçados 
pretos correspondem às células não tratadas e as setas indicam o momento de adição das drogas. (E) Análise 
de fase pelo primeiro pico após o tratamento realizada por teste t de Student, em quadruplicatas, barras 
indicam desvio padrão e *p<0,05.  
 
 Em seguida, foi realizada a análise de 
formas, análise do período médio total e análise do período após o tratamento com as 
drogas. Na análise do período médio total, foi observada uma difere
significante, com um encurtamento de período 
monensina (Fig. 5A), porém essa diferença não é mantida na análise d








Figura 5. Inibição lisossômica durante 
desse gene. (A) Análise de período médio total e 
bafilomicina, amantadina, monensina
estatística realizada por teste t de Student, em quadruplicatas, barras indicam desvio padrão e *p<0,05. 
 
 Adicionalmente, foram realizados tratamentos com bafilomicina e amantadina, nas 
concentrações, 2/5/10nM e 20/50/100µM, respectivamente, em fibroblastos 
durante o pico de expressão de 
avanço de fase não aparenta ser 
D)  foram verificadas diferenças estatisticamente significantes entre as doses menores e a 
dose maior, porém essas diferenças não se mostraram 
período para todos os tratamentos de duas 
nça estatisticamente 
nos tratamentos com bafilomicina e 
o pico de expressão de Bmal1 não influencia o período de expressão 
(B) Análise de período após o tratamento com as drogas 
 e cloreto de amônio durante o pico de expressão de 
Bmal1. Nos gráficos de bioluminescência (Fig. 
concentração-dependente, e na análise de fase
concentração-dependentes
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6A e C), o 
 (Fig. 6B e 
, ou seja, 
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não ocorre um avanço de fase (ou expressão de Bmal1 mais precoce) proporcional ao 













Figura 6. Efeitos da inibição lisossômica durante o pico de expressão de Bmal1 não são concentração-
dependentes. Bioluminescência em tempo real e análise de fase de células Bmal1::Luc tratadas durante o pico 
de expressão de Bmal1 com (A e B) bafilomicina a 2/5/10nM e (C e D) amantadina a 20/50/100µM , os 
traçados pretos correspondem às células não tratadas e as setas indicam o momento de adição das droga. 
Análise de fase pelo primeiro pico após o tratamento realizada por teste t de Student, em triplicata, barras 
indicam desvio padrão e *p<0,05.  
 
 Realizou-se também inibição lisossômica durante o vale de expressão de Bmal1 em 
fibroblastos Bmal1::Luc na presença de bafilomicina, amantadina, monensina e cloreto de 
amônio, nas mesmas concentrações usadas anteriormente. Nessas condições, foi observado 
nos gráficos de bioluminescência um deslocamento da expressão de Bmal1 para a direita 
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(), ou atraso de fase, em todos os tratamentos, o qual foi mantido ao longo dos ciclos 
seguintes (Fig. 7A-D). Essas observações características ao atraso de fase foram 





















Figura 7. Inibição lisossômica durante o vale de expressão de Bmal1 promove um atraso de fase na 
expressão desse gene. Bioluminescência em tempo real de células Bmal1::Luc tratadas durante o vale de 
 
expressão de Bmal1 com (A) bafilomicina, 
pretos correspondem às células não tratadas e as setas indicam o momento de adição das drogas. (E) Análise 
de fase pelo primeiro pico após o tratamento
indicam desvio padrão e *p<0,05.  
 
 No vale de expressão de 
tratamento foram então analisados, sendo que no primeiro observou
período estatisticamente significante para bafilomicina, a










Figura 8. Inibição lisossômica com monensina durante o vale de expressão de 
expressão desse gene. (A) Análise de período médio total e 
drogas bafilomicina, amantadina, monensina e cloreto de amônio durante o vale de expressão de 
Análise estatística realizada por teste 
*p<0,05.  
 
(B) monensina, (C) amantadina  e (D) cloreto de amônio, os traçados 
 realizada por teste t de Student, em quadruplicatas, ba
Bmal1, o período médio total e o 
-se uma extensão de 
mantadina e monensina (Fig. 
Bmal1 aumenta o período de 
(B) Análise de período após o tratamento com as 
t de Student, em quadruplicatas, barras indicam desvio padrão e 
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Com o intuito de verificar se a inibição lisossômica promove alterações no sistema de 
temporização molecular a nível tecidual, assim como é promovido a nível celular, tecido 
cardíaco de camundongo com a proteína PER2 conjugada à luciferase (PER2:Luc) foi 
previamente sincronizado, tratado com 200µM de amantadina e a expressão de PER2 foi 
acompanhada por bioluminescência. Foram utilizados 3 animais por grupo, tratado e não 
tratado. A partir desse experimento, foi verificado um avanço de fase na expressão de PER2, 
o qual vai diminuindo ao longo dos ciclos até retornar à fase observada nos tecidos não 
tratados (Fig. 9A-B). Além disso, foi analisado o período médio total, e foi verificada uma 
extensão de período estatisticamente significativa no grupo tratado em relação ao grupo 









Figura 9. Inibição lisossômica em tecido cardíaco PER2::LUC influencia na fase e período dessa proteína. (A) 
Bioluminescência em tempo real de tecido cardíaco PER2::Luc não tratado e tratado com amantadina 
[200µM], o traçado preto corresponde ao tecido não tratado e a seta indica o momento de adição da droga. 
(B) Análise de fase do primeiro, segundo e terceiro pico após o tratamento e (C) análise de período. Análise 





 Para confirmar que as drogas utilizadas nos tratamentos tiveram influência sob os 
lisossomos, usamos como marcador a proteína integral de membrana lisossômica, LAMP-2. 
Fibroblastos de ratos foram previamente sincronizados e então tratados com amantadina 
[100µM] e bafilomicina [10nM] durante o pico de expressão de Bmal1 e em seguida 
coletados após 2 e 24h de inibição para ensaio de imunofluorescência.  
Foi verificado um aumento na expressão de LAMP-2 em ambos os tratamentos e em 
ambos os tempos de coleta, demonstrando dessa forma que a inibição atuou nos lisossomos 






































Figura 10. Confirmação de inibição lisossômica por imunofluorescência após 2 e 24h de tratamento.
Fibroblastos tratados durante o pico de expressão de 
inibição com amantadina e bafilomicina e, marcados com anticorpo anti
aumento de (A-C) 60x e (D-F) 40x
teste t de Student, em triplicata, barras indicam desvio padrã
 
   
Bmal1 foram coletados após (A
-LAMP-2. Imagens realizadas com 
. (G-H) Quantidade de fluorescência com análise estatística realizada por 
o e *p<0,05.  
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-C) 2h e (D-F) 24h de 
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4.2. EXPERIMENTO 2 – Efeito agudo da inibição lisossômica em genes relógio 
 
 Com a inibição lisossômica promovida por drogas, foi verificada uma alteração na 
regulação do sistema de temporização, e como essa análise foi realizada a longo prazo 
(bioluminescência em tempo real), o presente experimento visou avaliar se existem 
alterações na expressão dos genes relógio Bmal1, Per1 e Per2 após as primeiras horas da 
inibição.  
 Cardiomiócitos de ratos foram previamente sincronizados e tratados com as drogas 
amantadina e bafilomicina, [100µM] e [10nM] respectivamente, no pico de expressão de 
Bmal1 (tempo baseado no experimento de bioluminescência anterior), e coletados após 0, 1 
e 2h de tratamento para análise de expressão gênica. 
 A partir desse experimento, foi verificado para o gene Bmal1 que o tratamento com 
amantadina levou a uma diferença de expressão em relação ao grupo controle após 2h (Fig. 
11A), sendo que as células tratadas com amantadina apresentaram uma menor diminuição 
de expressão de Bmal1 em relação ao grupo Controle, e o tratamento com bafilomicina não 
levou a nenhuma diferença entre os grupos (Fig. 11B). Já para o gene Per1 foi observada 
uma diferença de expressão após 2h de tratamento com amantadina (Fig. 11C), sendo que 
as células tratadas com amantadina apresentaram uma menor expressão de Per1 em 
relação ao grupo controle e, uma expressão semelhante desse gene foi observada entre os 
grupos no tratamento com bafilomicina (Fig. 11D). E por fim, para o gene Per2, não foram 
























Figura 11. Inibição lisossômica com amantadina promove um efeito agudo na expressão de 
após 2h de tratamento. Expressão
tratamento de cardiomiócitos no pico de expressão de 
Traçados pretos correspondem às células controle, traçados azuis às c
 gênica relativa dos genes (A e B) Bmal1, (C e D) Per1
Bmal1 com amantadina e bafilomicina por 0, 1 e 2h. 
élulas tratadas com amantadina e 
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Bmal1 e Per1 
 e (E e F) Per2 após 
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traçados vermelhos às células tratadas com bafilomicina. Análise estatística realizada por teste t de Student, 
em triplicata, barras indicam desvio padrão e *p<0,05. 
 
4.3. EXPERIMENTO 3 – Efeito agudo da inibição lisossômica em proteínas 
envolvidas na autofagia 
 
 Como foi observado um efeito agudo na expressão de genes relógio com a inibição 
lisossômica, decidiu-se avaliar se proteínas relacionadas ao processo de autofagia foram 
influenciadas nas primeiras horas após o tratamento.  
Cardiomiócitos de camundongos foram sincronizados, tratados no pico de expressão 
de Bmal1 e coletados após 0, 1 e 2h, como no experimento anterior, para análise das 
proteínas p-AMPK e LC-3 por Western Blotting, assim como GAPDH como proteína de 
referência. As drogas foram utilizadas nas mesmas concentrações que o experimento 
prévio. 
Nesse experimento, os níveis da proteína p-AMPK apresentaram uma diminuição de 
expressão nos grupos tratados, com ambas as drogas, em relação ao grupo controle após 2h 
de tratamento. Essa diminuição parece também ocorrer após 1h de tratamento, porém 
devido ao grande desvio padrão do grupo controle, essa diferença não foi estatisticamente 
significativa (Fig. 12A). Por fim, a proteína LC-3 apresentou uma maior expressão em ambos 

















Figura 12. Inibição lisossômica com amantadina e bafilomicina promove um efeito agudo nas proteínas p
AMPK e LC-3. Expressão das proteínas 
expressão de Bmal1 com amantadina e bafilomicina por 0, 1 e 2h. 
A0 – amantadina 0h, A1 – amantadina 1h, A2 
controle 2h, B0 – bafilomicina 0h, B1 
de referência. Análise estatística realizada por teste 
*p<0,05. 
 
A fim de comprovar que a in
tratamento em cardiomiócitos também
membrana lisossômica LAMP
tratadas durante o pico de expressão de 
(A) p-AMPK e (B) LC-3 após tratamento de cardiomiócitos no pico de 
(C) Amostras aplicadas em uniplicata no gel, 
– amantadina 2h, C0 – controle 0h, C1 
– bafilomicina 1h, B2 – bafilomicina 2h; GAPDH foi usado como proteína 
t de Student, em triplicata, barras indicam desvio padrão e 
ibição lisossômica ocorre nas primeiras horas de 
, foi realizado Western Blotting
-2, sendo que estas células foram previamente sincronizadas, 
Bmal1 e coletadas após 0, 1 e 2h
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-
– controle 1h, C2 – 
 da proteína de 
 de tratamento 
 
com amantadina e bafilomicina nas mesmas concentrações usadas anteriormente. Nesse 
experimento, é possível observar uma maior








Figura 13. Confirmação de inibição lisossômica na primeira hora após o tratamento.
após tratamento de fibroblastos no pico de expressão de 
(B) Amostras aplicadas em duplicatas
C0 – controle 0h, C1 – controle 1h, C2 
bafilomicina 2h; GAPDH foi usado como proteína de referência








 expressão de LAMP-2 após 1h de tratamento 
 (A) 
Bmal1 com amantadina e bafilomicina por 0, 1 e 2h. 
 no gel, A0 – amantadina 0h, A1 – amantadina 1h, A2 
– controle 2h, B0 – bafilomicina 0h, B1 – 
. Análise estatística realizada por teste 
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Expressão de LAMP-2 
– amantadina 2h, 




4.4. EXPERIMENTO 4 – Expressão de genes relógio em modelo de doença 
lisossômica 
  
 Visto que a inibição lisossômica promovida por drogas leva a alterações de 
componentes do sistema de temporização molecular, foi escolhido um modelo de doença 
lisossômica, para avaliar se existem alterações de expressão dos genes relógio.  
Fibroblastos de indivíduos controles (sem alterações no gene GLA) e de pacientes 
com DF foram previamente sincronizados e coletados após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para 
análise de expressão dos genes: BMAL1, CLOCK, PER1, PER2 e CRY1. Os gráficos a seguir 
foram apresentados de duas formas, os da esquerda correspondem às médias e desvios 
padrão de cada grupo (Controle e Fabry), sendo que os valores foram normalizados pelo 
primeiro ponto do controle (20h) de cada gene. Os gráficos da direita correspondem aos 
valores de expressão gênica relativa de cada paciente com DF, para mostrar a variabilidade 
individual de cada paciente. 
 A partir dessa análise foi possível verificar que o gene BMAL1 apresenta um padrão 
de oscilação diferente no grupo Fabry em relação ao grupo controle, uma diferença pontual 
de expressão entre os dois grupos após 28h da sincronização e que não há diferença de 
amplitude estatisticamente significante entre os grupos (Fig. 14A). Já o gene CLOCK, apesar 
de não apresentar grandes diferenças no padrão de oscilação e amplitude entre os dois 
grupos, apresentou uma diferença pontual de expressão após 40h da sincronização (Fig. 
14C). 
O gene PER1 apresentou uma diferença de expressão após 40h de sincronização 
entre os grupos Controle e Fabry, porém não foram observadas diferenças de amplitude ou 
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padrão de oscilação (Fig. 14E). Os genes PER2 e CRY1 por sua vez apresentaram expressões 
bem semelhantes entre os grupos, tanto em relação ao padrão de oscilação quanto à 
amplitude (Fig. 14G e I).  
 Para o grupo Fabry, os gráficos com as expressões gênicas de cada paciente foram 
apresentados individualmente também, e a partir deles foi possível verificar que 
principalmente a amplitude das expressões de cada gene varia bastante entre os pacientes 
– exceto para BMAL1 (Fig. 14D, F, H e J); e em alguns casos o padrão de oscilação também 





































Figura 14. Modelo de doença com lisossomo disfuncional apresenta alterações na expressão de genes 
relógio, principalmente do braço positivo de regulação. Expressão relativa dos genes 
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BMAL1, CLOCK, PER1, 
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PER2 e CRY1 ao longo do tempo em fibroblastos sincronizados de indivíduos controle (N=2) e pacientes com 
DF (N=3). (A, C, E, G e I) Gráficos da esquerda correspondem aos valores médios de cada grupo, normalizados 
pelo primeiro valor do controle de cada gene (20h) e, (B, D, F, H e J) gráficos da direita correspondem aos 
valores individuais de cada paciente com DF. Análise estatística realizada por teste t de Student em cada 
tempo de coleta, em duplicata, barras indicam desvio padrão e *p<0,05. 
  
Apesar dos genes analisados nesse experimento serem genes relógio, e dessa forma 
apresentarem oscilação circadiana, foi realizada a análise de Cosinor desses genes a fim de 
avaliar se existem diferenças de oscilação circadiana entre os grupos. A expressão de todos 
os genes relógio, como exceção de CRY1, foi estatisticamente significante (p<0,05) no grupo 
Controle (Fig. 15A-D), porém, no grupo Fabry, apenas o gene PER1 apresentou oscilação 
circadiana estatisticamente significativa (Fig. 15E). Com essa análise foram obtidos também 

























Tempo após sincronização (h) Tempo após sincronização (h) 





















Figura 15. Fibroblastos de pacientes com DF apresentam alterações na oscilação circadiana de genes relógio. 
Análise Cosinor e suas respectivas curvas a partir dos dados de expressão relativa dos genes BMAL1, CLOCK, 
PER1 e PER2 ao longo do tempo em fibroblastos sincronizados de indivíduos controle (N=2) (A-D) e pacientes 




4.5. EXPERIMENTO 5 – Expressão e atividade circadiana de enzima 
lisossômica 
 
 Apesar de já ser conhecido que os lisossomos apresentam atividades de enzimas que 
oscilam de forma circadiana [Bhattacharya e von Mayersbach 1976; Uchiyama, Groh et al. 
1981; Uchiyama e von Mayersbach 1981], como a DF foi usada como modelo de doença 
lisossômica, foi investigado se o gene que codifica para a enzima deficiente, GLA, assim 
como a atividade dessa enzima (α-gal A) apresentam variações circadianas. 
 Para a análise da oscilação circadiana do GLA, foram utilizados fibroblastos de 
indivíduos controle (N=2) e fibroblastos de pacientes com DF (N=3), previamente 
sincronizados, e coletados após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para análise de expressão gênica. 
 Assim como no experimento anterior, os gráficos foram apresentados de duas 
formas, o gráfico da esquerda apresenta as médias de cada grupo, normalizadas pelo 
primeiro ponto do controle (20h), e seus respectivos desvios padrão; e o gráfico da direta 
corresponde aos valores de expressão gênica relativa de cada paciente com DF. 
 A partir desse experimento, foi verificado que o gene GLA é um gene que oscila, em 
ambos os grupos, através da realização do teste ANOVA de uma via (p<0,05) e que essa 
oscilação é circadiana através da análise de Cosinor em ambos os grupos com acrofase às 
31h (Fig. 16A e B). Além disso, foi observado que o gene GLA apresenta uma amplitude de 
expressão menor no grupo Fabry em relação ao grupo controle (Fig. 16C). Por fim, foi 
possível observar que o padrão de oscilação é bem semelhante entre os pacientes, e a 














Figura 16. O gene GLA apresenta ritmo circadiano e amplitude 
Expressão relativa do gene GLA ao longo do tempo em fibroblastos sincronizados de indivíduos controle (N=2) 
e pacientes com DF (N=3). Gráficos A
corresponde aos valores médios de cada grupo, normalizados pelo primeiro
(20h) e, gráfico D corresponde aos valores individuais de cada paciente com DF
por teste t de Student em cada tempo de coleta, em duplicata
 
 Além do GLA, a oscilação da atividade de 
fibroblastos de 2 indivíduos saudáveis (com níveis normais de atividade enzimática) foram 
sincronizados através do método de choque de soro e coletados após 1, 10 e 22h para a 
realização do ensaio fluorimétrico. 
 Na Figura 17, é possível observar que essa enzima varia ao longo de um ciclo, através 
de análise por teste t de Student (p<0,05), com uma expressão mais elevada após 10h de 
sincronização, o que sugere que essa enzima também sofre 
  
de expressão maior em indivíduos controle. 
 (grupo Controle) e B (grupo Fabry) com análise de Cosinor,
 valor do controle de cada gene 
. Análise estatística realizada 
, barras indicam desvio padrão e *p<0,05.
α-gal A também foi analisada. Para tanto, 
 
variação ao longo do tempo 
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Figura 17.  Atividade da enzima α-gal A 
α-gal A em fibroblastos sincronizados de indivíduos controle (N=2). Análise estatística realizada por teste 
Student em cada tempo de coleta, em duplicata, barras indicam desvio padrão e *p<0,05.
 
4.6. EXPERIMENTO 6 – Efeito da inibição lisossômica em enzima antioxidante
  
 Como já é conhecido nas DDLs que outras vias secundárias participam da 
patofisiologia das mesmas, e que especificamente para a DF, o desequilíbrio do estado 
redox já foi descrito, nesse experimento 
por drogas, leva a alguma alteração do estado redox. 
 Fibroblastos de ratos foram previamente sincroniza
[100µM] e bafilomicina [10nM] durante o pico de expressão de 
experimentos de bioluminescência), e coletados após 2 e 24h de tratamento para ensaio de 
imunofluorescência com marcação com o anticorpo anti
 A partir desse experimento, foi verificado que ambos os tratamentos, com 
amantadina e bafilomicina, levaram a um aumento de expressão da proteína SOD1 após 2 e 
sugere variação ao longo de um ciclo circadiano
foi avaliado se a inibição lisossômica, provocada 
 










24h de tratamento (Fig. 18), indicando assim que a inibição lisossômica acarreta em uma 















Figura 18. Inibição lisossômica leva a um aumento de SOD1 após 2 e 24h de tratamento.
tratados durante o pico de expressão de 
amantadina e bafilomicina e, marcados com anticorpo anti
60x e (D-F) 40x. (G-H) Quantidade de fluorescência




 antioxidante.  
Bmal1 foram coletados após (A-C) 2h e (D-F) 
-SOD1. Imagens realizadas com aumento de 




24h de inibição com 
(A-C) 
t de Student, em 
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4.7. EXPERIMENTO 7 – Expressão de genes de enzimas antioxidantes na DF  
 
 Visto que a inibição lisossômica influencia na regulação do estado redox e que 
dentro do estado redox, algumas enzimas antioxidantes apresentam ritmos circadianos, 
foram avaliadas as expressões dos genes que codificam para as enzimas SOD1 e CAT ao 
longo do tempo na DF.  
 Fibroblastos de indivíduos controle (N=2) e pacientes com DF (N=3) foram 
previamente sincronizados e coletados após 20, 24, 28, 32, 36 e 40h para análise das 
expressões de SOD1 e CAT. Os gráficos a seguir foram apresentados de duas formas, os da 
esquerda correspondem às médias e desvios padrão de cada grupo (Controle e Fabry), 
sendo que os valores foram normalizados pelo primeiro ponto do controle (20h) de cada 
gene. Os gráficos da direita correspondem aos valores de expressão gênica relativa de cada 
paciente com DF, para mostrar a variabilidade individual de cada um. 
 A partir desse experimento, foi verificado que o gene SOD1 não apresenta diferenças 
no padrão de oscilação e de amplitude entre os grupos Controle e Fabry (Fig. 19A), assim 
como não foram verificadas diferenças de expressão para o gene CAT (Fig. 19D). Já nos 
gráficos com as expressões gênicas de cada paciente (Fig. 19B e E), é possível observar que o 
paciente F2 apresentou uma amplitude de expressão menor que os outros pacientes, além 
disso, seu padrão de oscilação difere principalmente para o gene CAT (Fig. 19E).  
Em paralelo, foi realizada também a análise por Cosinor, através da qual foi 
observado que o gene SOD1 apresentou oscilação circadiana estatisticamente significativa 
apenas no grupo Controle (Fig. 19C), e o gene CAT não apresentou oscilação circadiana 
estatisticamente significativa em nenhum dos grupos. As acrofases de cada gene foram: 
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Figura 19. Modelo de doença com lisossomo disfuncional apresenta diferença na oscilação circadiana do 
gene SOD1. Expressão relativa dos genes SOD1 e CAT ao longo do tempo em fibroblastos sincronizados de 
indivíduos controle (N=2) e pacientes com DF (N=3). Gráficos A e D correspondem aos valores médios de cada 
grupo, normalizados pelo primeiro valor do controle de cada gene (20h), gráficos B e E correspondem aos 
valores individuais de cada paciente com DF,  e gráfico C corresponde à analise por Cosinor da oscilação 
circadiana de SOD1 no grupo controle. Análise estatística realizada por teste t de Student em cada tempo de 




4.8. EXPERIMENTO 8 – Expressão e localização de SOD1 e LAMP2 na DF 
  
 Foi verificada a expressão de uma das enzimas antioxidantes, SOD1, por 
imunofluorescência em pacientes com DF e controles em duas fases dentro do ciclo 
circadiano. Além disso, foi analisada também a expressão de LAMP-2 em controles e 
pacientes nessas duas fases.  
 Fibroblastos de indivíduos controle (N=2) e pacientes com DF (N=3) foram 
previamente sincronizados e coletados após 20 e 32h para imunofluorescência com 
marcação anti-SOD1 e anti-LAMP-2.  
 Nas imunofluorescências de SOD1, foi verificado que o grupo de Fabry apresenta 
uma expressão maior dessa enzima em relação ao grupo Controle após 20 e 32h de 
sincronização (Fig. 20) e que, essa expressão diminui significativamente de 20 para 32h (Fig. 
20K). No grupo controle, foi possível observar que a expressão de SOD1 também diminui de 
20h para 32h (Fig. 20K) e, além disso, nos controles (principalmente em C2), foi possível 
observar que SOD1 está praticamente ausente no núcleo após 20h enquanto que após 32h 
ele retorna para o núcleo.   
 Já nas imunofluorescências de LAMP-2, como esperado, foi observada uma 
expressão maior de LAMP-2 no grupo de Fabry em relação ao grupo Controle após 20 e 32h 
(Fig. 21). Ademais, enquanto essa expressão aumenta significativamente de 20 para 32h no 
grupo de Fabry, ela ocorre inversamente no grupo controle, ou seja, ela diminui de 20 para 

























Figura 20. Expressão aumentada de SOD1 na DF e variação de expressão entre 20 e 32h.
sincronizados de indivíduos controle (N=2) e pacientes com DF (N=3) após 20 e 32h marcados com anticorpo 
anti-SOD1. (A-J) C1 – controle 1, C2 
com aumento de 60x. (K) Quantidade de fluorescência com a







– controle 2, F1 – Fabry 1, F2 – Fabry 2 e F3 – Fabry 3. Imagens realizadas 




























Figura 21. Expressão aumentada de LAMP
Fabry e Controle. Fibroblastos sincronizados de indivíduos controle (N=2) e pacientes com DF (N=3) após 20 e 
32h marcados com anticorpo anti-LAMP







-2 na DF e variação de expressão inversa entre 20 e 32h entre 
-2. (A-J) C1 – controle 1, C2 – controle 2, F1 – Fabry 1, F2 
(K) Quantidade de fluorescência com a
32h 
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5.1. EXPERIMENTO 1 – Inibição lisossômica e avaliação de componentes do 
sistema de temporização por bioluminescência 
 
 Sabendo-se que o sistema de temporização tem um papel fundamental na 
orquestração do organismo, de tecidos e de processos celulares e moleculares, foram 
analisadas nesse trabalho quais as consequências de um mau funcionamento lisossômico, 
induzido por drogas ou mutação, no sistema de temporização assim como o estado redox.   
A partir da inibição lisossômica realizada no pico de expressão de Bmal1 com as 
drogas bafilomicina [10nM], amantadina [100µM] e monensina [10µM], foi possível 
observar um avanço de fase na expressão desse gene, sendo que esse avanço é mantido ao 
longo dos ciclos seguintes ao tratamento (Fig. 4A, B e C). O avanço de fase corresponde a 
um adiantamento do próximo pico de expressão do gene, ou seja, essas drogas levaram a 
um aumento de Bmal1 mais precoce (Fig. 4E). As células não tratadas, ou controle, foram 
acrescidas de DMSO a 0,01% para garantir que o efeito observado seria apenas pelas 
drogas, uma vez que bafilomicina e monensina foram diluídas em DMSO.  
Em relação à análise de período, ela foi realizada de duas formas: período médio 
total e período após o tratamento. A análise foi realizada dessas duas formas para garantir 
que o efeito observado seria devido aos tratamentos uma vez que, na análise de período 
médio total, poderia haver alguma influência dos ciclos anteriores ao tratamento e dessa 
forma, mascarar o real efeito dos tratamentos. Nas análises de período dos tratamentos no 
pico de expressão de Bmal1 foi possível observar que quando analisado o período médio 
total, foi verificado um encurtamento de período estatisticamente significante com as 
drogas bafilomicina e monensina (Fig. 5A), porém esse efeito deixa de ser observado 
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quando é realizada a análise de período após o tratamento (Fig. 5B), indicando dessa forma 
que o tratamento em si não foi causador desse encurtamento de período, e no caso essa 
alteração foi observada na análise de período total por ela englobar o período em que as 
drogas foram adicionadas ao meio de cultura, o que provocou um deslocamento das fases e 
consequentemente levou a uma mudança no período.  
Visto que a inibição lisossômica realizada no pico de expressão de Bmal1 levou a um 
efeito na fase de expressão desse gene, foi realizada uma nova inibição lisossômica, porém 
apenas com bafilomicina [2, 5, 20nM] e amantadina [20, 50, 200µM] a fim de verificar se os 
efeitos observados previamente eram concentração-dependentes. Com essas novas 
concentrações, foi possível observar que o avanço de fase ainda ocorre como consequência 
da inibição lisossômica durante o pico de expressão de Bmal1 (Fig. 6A e C), porém esse 
avanço não é concentração-dependente, ou seja, ele não aumenta (ou ocorre mais 
precocemente) com o aumento das concentrações das drogas. (Fig. 6B e D). 
A partir desse experimento é possível concluir que as concentrações utilizadas 
anteriormente para bafilomicina [10nM] e amantadina [100µM] foram adequadas para 
interferir no sistema de temporização molecular. Além disso, como essas drogas não 
apresentaram efeitos concentração-dependentes, é possível que com o aumento das 
concentrações, exista algum efeito de saturação, e assim não ocorra uma intensificação do 
efeito esperado.  
Por outro lado, quando a inibição lisossômica foi realizada no vale de expressão de 
Bmal1, foi observado um efeito oposto ao tratamento anterior, houve um atraso 
estatisticamente significante na fase de expressão desse gene em todos os tratamentos, 
bafilomicina, amantadina, monensina e cloreto de amônio, ou seja, um deslocamento da 
expressão para depois do observado no grupo controle (Fig. 7A-E).  
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As análises de período por sua vez, realizadas das duas formas como anteriormente, 
mostraram uma extensão de período, ou aumento da duração de um ciclo, estatisticamente 
significante na análise de período médio total para os tratamentos com as drogas 
bafilomicina, amantadina e monensina (Fig. 8A). Porém, na análise de período após o 
tratamento, a extensão de período foi observada apenas no tratamento com monensina 
(Fig. 8B). Esse resultado demonstra que o tratamento com monensina em si levou a uma 
extensão de período na expressão de Bmal1.  
Até então, o que pode ser concluído é que a inibição lisossômica realizada por drogas 
provoca alterações de fase na expressão de Bmal1, avanço ou atraso, dependendo de 
quando a inibição é realizada. Além disso, é possível observar também que o período, 
apesar de não ter sido alterado quando a inibição foi realizada no pico de expressão de 
Bmal1, foi alterado quando a inibição foi realizada no vale de expressão desse gene com a 
droga monensina apenas. Essas análises permitiram também verificar que a droga cloreto 
de amônio deve provocar uma inibição mais fraca, uma vez que apenas ela não promoveu 
um avanço de fase com o tratamento no pico de expressão e não apresentou extensão de 
período com o tratamento no vale de expressão (pela análise de período médio total), 
sendo que todas as demais drogas apresentaram essas alterações.  
Nesse experimento ainda, foi avaliada a inibição lisossômica com a droga 
amantadina em tecido cardíaco PER2::Luc. Essa análise permitiu verificar um avanço de fase 
na expressão dessa proteína em relação ao grupo controle, porém, nesse caso, o avanço de 
fase não foi mantido nos ciclos seguintes, e sim ocorreu um retorno gradual da fase do ciclo 
para a posição observada no grupo controle (Fig. 9A), que foi estatisticamente significante 
(Fig. 9B). Em relação à análise do período, foi observada uma extensão de período 
estatisticamente significante no grupo tratado (Fig. 9C).  
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Apesar de se tratar da análise de outro componente da maquina molecular de 
regulação, proteína PER2, é possível observar que assim como nos fibroblastos Bmal1::Luc, a 
inibição lisossômica promove alterações na fase e período de expressão dessa proteína. A 
principal diferença observada entre as inibições realizadas em culturas de células e tecidos é 
que nas culturas de células, o avanço/atraso de fase é mantido nos ciclos seguintes ao 
tratamento, enquanto que no tecido, essa mudança na fase retorna gradualmente à posição 
observada no grupo controle. Essa mudança deve acontecer devido ao fato de que no 
tecido existem outros tipos celulares envolvidos, e como os genes relógio apresentam 
expressões célula-específicas [Ramanathan, Xu et al. 2014], é possível que a presença de 
outros tipos celulares influencie no sistema de temporização do tecido. O fato de que os 
fibroblastos eram Bmal1::Luc e o tecido PER2::Luc não deve ter influenciado nessa diferença 
observada uma vez que, dentro do sistema de temporização, é clara a expressão oposta e 
dependente dos dois componentes, ou seja, PER2 é traduzido a partir de BMAL1 e como 
existe essa dependência, existe uma oscilação inversa entre eles. 
E por fim, para confirmar que a inibição lisossômica ocorreu de fato nos lisossomos, 
usamos a proteína de membrana lisossômica como marcador dessa organela (LAMP-2). Já 
foi descrito na literatura, por exemplo, um aumento na expressão de LAMP-1 e LAMP-2 em 
DDLs [Pereira, do Monte et al. 2014]. A partir dessa análise, verificamos que tanto o 
tratamento com amantadina quanto com bafilomicina levaram a um aumento na expressão 
dessa proteína, em relação ao grupo controle, após 2 e 24h de tratamento, confirmando 
dessa forma, a ação inibitória nos lisossomos que foram submetidos aos tratamentos (Fig. 
10).  
Já foram publicados artigos mostrando que bafilomicina atua nos gradientes de Ca2+ 
citosólico; através da alcalinização mediada por essa droga ocorre uma liberação de Ca2+ 
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para o citosol [Camacho, Machado et al. 2008]. Em outro trabalho, foram observados níveis 
elevados de Ca2+ no interior dos lisossomos e com o uso de bafilomicina e cloreto de amônio 
esses níveis diminuíram significativamente, o que sugere que os lisossomos podem ser 
importantes fontes de Ca2+ para processos fisiológicos. [Christensen, Myers et al. 2002]. E 
por último, já foi descrito que bafilomicina também atua na inibição da ATPase de cálcio do 
retículo endoplasmático Ca-P60A/dSERCA [Mauvezin e Neufeld 2015]. Semelhantemente, já 
foi descrito que amantadina também promove liberação de Ca2+ intracelular do retículo 
endoplasmático [Forchap, Pirmohamed et al. 2012].  
 A partir dos resultados obtidos, principalmente nos experimentos com os 
fibroblastos Bmal1::Luc, nos quais foram observados avanço ou atraso de fase de Bmal1, 
pode-se inferir que a regulação da expressão de Bmal1 é alterada. Como as alterações 
observadas com os tratamentos são mantidas nos ciclos seguintes, é possível que a ação das 
drogas leve a uma modificação pontual que se perpetua ao longo dos ciclos. A expressão de 
Bmal1 é controlada por RORα, que atua como regulador positivo, e REV-ERBα, que atua 
como inibidor dessa expressão, sendo que a expressão gênica de Rev-erbα é regulada por 
CLOCK:BMAL1. Como a regulação de REV-ERBα é rítmica, e já foi descrito que esse 
componente do sistema de temporização regula a sinalização de cálcio [Vieira, Marroqui et 
al. 2013; Schmutz, Chavan et al. 2014], sugere-se que a inibição lisossômica atuou na 
regulação de REV-ERBα por modulações de Ca2+, que consequentemente alterou a 







5.2. EXPERIMENTO 2 – Efeito agudo da inibição lisossômica em genes relógio 
 
 Em seguida, foi avaliado o efeito da inibição lisossômica no pico de expressão de 
Bmal1 após as primeiras horas do tratamento em cardiomiócitos de ratos. Como justificado 
na seção de materiais e métodos (seção 3.6), foram utilizados cardiomiócitos porque essas 
células apresentam alterações patofisiológicas nas DDLs e a maquinaria molecular de 
regulação dos ritmos biológicos tem papel fundamental na fisiologia desse tipo celular. 
 A partir desse experimento, foram observadas as seguintes diferenças: no 
tratamento com amantadina, após 2h, há uma diminuição de expressão de Bmal1 em 
ambos os grupos, porém mais evidente no grupo controle e; uma diminuição de expressão 
de Per1 também em ambos os grupos, porém mais evidente no grupo tratado. Os grupos 
tratados com bafilomicina não apresentaram nenhuma alteração estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle (Fig. 11).  
 Esses resultados permitem concluir que, através de um mecanismo melhor 
detalhado a seguir na discussão, a inibição lisossômica promovida por amantadina levou a 
uma inibição parcial da diminuição de expressão de Bmal1. Essa inibição leva a um aumento 
de Bmal1 em relação ao grupo controle, o que dessa forma justifica o avanço de fase 
observado no Experimento 1 (o pico de Bmal1 acontece antes no grupo tratado).  
Já para o gene Per1, foi observada uma diminuição mais acentuada de sua expressão 
no grupo tratado. Apesar desse gene não estar com a expressão oposta a Bmal1, como 
acontece com Per2, um dos possíveis motivos para ter sido observada essa diferença entre 
grupo tratado e controle para o gene Per1 é o fato de que, como já foi descrito [Lee, Lee et 
al. 2010], esse gene é imediatamente transcrito no processo de restabelecimento de fase da 
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maquinaria molecular. Isso ocorre através do recrutamento da proteína de ligação CREB 
(CBP) por BMAL1 que então medeia a ativação aguda de CLOCK-BMAL1 e assim induz a 
transcrição imediata de Per1. Como foram observadas alterações de fase com a inibição 
lisossômica no Experimento 1, pode ser que Per1 seja recrutado nesse processo de 
avanço/atraso de fase.  
 
5.3. EXPERIMENTO 3 – Efeito agudo da inibição lisossômica em proteínas 
envolvidas na autofagia 
 
 Como foi observado um efeito nos componentes do sistema de temporização (gene 
Bmal1 e proteína PER2) e de fato a inibição afetou a fisiologia lisossômica, foram analisadas 
por Western Blotting duas proteínas envolvidas com autofagia, p-AMPK e LC-3, e LAMP-2 
para confirmar que a inibição ocorre também nas primeiras horas após o tratamento 
realizado no pico de expressão de Bmal1 em cardiomiócitos, como no experimento anterior 
(Experimento 2).  
 A partir dessa análise, foi possível observar uma diminuição de p-AMPK 
estatisticamente significante após 2h de tratamento com amantadina e bafilomicina (Fig. 
12A) e um aumento de LC-3 após 1h de tratamento com ambas as drogas (Fig. 12B). Além 
disso, foi observado um aumento estatisticamente significante de LAMP-2 apenas após 1h 
de tratamento (Fig. 13).  
 Dentro do processo de autofagia, o AMPK funciona como um sensor de nutrientes, 
sendo ativado por fosforilação, quando a razão entre AMP e ATP está elevada. Essa ativação 
promove a ativação de mensageiros secundários que vão levar ao desencadeamento do 
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processo [Meley, Bauvy et al. 2006; Lee, Park et al. 2010]. Dessa forma, com a inibição 
lisossômica, seria inicialmente esperado que os lisossomos estivessem sobrecarregados com 
material não degradado, e dessa forma, a autofagia estivesse sendo ativada, porém nesse 
experimento foi observada uma diminuição de p-AMPK após 2h de tratamento (Fig. 13A).  
Por outro lado, o LC-3 tem papel na formação da membrana do autofagossomo, 
participando assim do processo de englobar o material a ser degradado após a fusão com o 
lisossomo. Com isso, a observação de um aumento de LC-3 após 1h de tratamento no 
presente experimento (Fig. 13B) sugere que há um acúmulo de autofagossomos não 
degradados pela disfunção causada nos lisossomos e, que talvez a inibição lisossômica 
promova um estímulo à autofagia após uma hora de tratamento, uma vez que o LC-3 está 
mais expresso indicando que processos relacionados à autofagia estariam sendo 
desencadeados.  
 Considerando o LAMP-2, diferentemente do que foi observado no Experimento 1 por 
imunofluorescência (aumento de expressão de LAMP-2 após 2h de tratamento), houve 
maior expressão nos grupos tratados com ambas as drogas após 1h (Fig. 13C). O possível 
motivo dessa diferença é o fato de que foram utilizados tipos celulares diferentes nos 
experimentos (fibroblastos vs cardiomiócitos), e como expressão gênica de LAMP2 varia 
entre os tecidos (banco de dados online TIGER), é justificável que os resultados obtidos 
sejam distintos entre os experimentos.  
 Embora o papel do AMPK seja claro na ativação da autofagia, já foi descrito na 
literatura a regulação desse processo independentemente da ação do mTOR/AMPK, como 
através das vias de sinalização de inositol [Sarkar, Floto et al. 2005; Criollo, Maiuri et al. 
2007], de Ca2+/calpaína [Williams, Sarkar et al. 2008; Gordon, Holen et al. 1993; Ganley, 
Wong et al. 2011], de cAMP [Noda e Ohsumi 1998; Williams, Sarkar et al. 2008], e de 
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JNK1/Beclin-1/PI3KC3 [Pattingre, Tassa et al. 2005; Wei, Pattingre et al. 2008; Sarkar 2013]. 
Essas informações demonstram que a diminuição de p-AMPK observada no Experimento 3  
pode não estar relacionada com a regulação do processo de autofagia. Além disso, outro 
trabalho descreveu a participação da via de Ca2+ independente de AMPK na ativação da 
autofagia, com aumento de Ca2 citosólico e de LC-3 [Grotemeier, Alers et al. 2010].  
 Como é conhecido na literatura que tratamentos com bafilomicina levam a um 
bloqueio da autofagia, por inibição da fusão dos autofagossomos com os lisossomos, há um 
acúmulo de autofagossomos nas células, o que justifica o aumento de LC-3 observado nesse 
experimento, e como esse acúmulo de autofagossomos não degradados deve acarretar em 
um estímulo maior da autofagia, apesar dos dados apresentados mostrarem uma 
diminuição de p-AMPK, é possível que esse estímulo autofágico esteja sendo realizado por 
uma via independente de mTOR/AMPK.  
 Como já descrito na seção 5.1 que as drogas lisossômicas utilizadas podem atuar nos 
níveis de Ca2+ citosólico, é possível sugerir que a via da autofagia esteja sendo estimulada 
através do aumento de Ca2+ citosólico promovido pelas drogas utilizadas na inibição 
lisossômica.  
Apesar de todas essas inferências, é importante lembrar que nos experimentos de 
bioluminescência (Experimento 1) os resultados foram observados à longo prazo, enquanto 






5.4. EXPERIMENTO 4 – Expressão de genes relógio em modelo de doença 
lisossômica 
  
 Para análise da expressão dos genes relógio na DF, fibroblastos de indivíduos 
saudáveis e com a doença foram submetidos à sincronização e coletados ao longo de 6 
pontos (de 20 a 40h após a sincronização) para análise de expressão de genes relógio.  
 A partir desses dados, foram observadas alterações de padrão oscilatório de 
expressão para os genes BMAL1 e CLOCK no grupo de pacientes Fabry, com alterações 
pontuais de expressão após 28 e 40h de sincronização, respectivamente (Fig. 14A e C). Já o 
gene PER1, apesar de não apresentar diferenças aparentes de padrão oscilatório e 
amplitude, apresentou uma alteração pontual de expressão após 40h (Fig. 14E). E por fim, 
os genes PER2 e CRY1, não apresentaram diferenças de expressão estatisticamente 
significantes entre os grupos Fabry e Controle (Fig. 14G e I). Dessa forma, pode-se concluir 
que a inibição lisossômica provocada por mutação na DF leva a diferenças mais expressivas 
no braço positivo de regulação do sistema de temporização. Somado a isso, destaca-se 
também que apesar dos genes analisados serem genes relógio, apenas PER1 apresentou 
oscilação circadiana pela análise Cosinor no grupo Fabry, enquanto a oscilação dos demais 
genes não foram consideradas estatisticamente significativas (Fig. 15). 
É  interessante notar também a diferença de amplitude na expressão dos genes 
entre cada paciente com DF. O paciente com DF 2 (F2), por exemplo, tem uma amplitude de 
expressão menor nos genes BMAL1, CLOCK PER1 e CRY1 (Fig. 14B, D, F e J). Ademais, o 
paciente F2 apresenta padrões de oscilação diferentes mais aparentes, em relação aos 
outros pacientes, para os genes CLOCK, PER1 e CRY1 (Fig. 14D, F e J).  
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A fim de controlar ao máximo as variações interindividuais dos pacientes e controles, 
as idades dos indivíduos foram pareadas (média de 17.8 ± 1,30 anos) e todos os indivíduos 
eram homens. Dessa forma, como não tivemos acesso às informações clínicas destes 
pacientes, sugerimos que as diferenças observadas no paciente F2 sejam por variações 
relacionadas à patofisiologia da DF. 
A observação de diferenças de expressão dos genes relógio dão suporte às 
alterações verificadas no Experimento 1, com a inibição lisossômica por drogas. Apesar das 
diferenças observadas nesse experimento não serem tão expressivas quanto às do 
Experimento 1, é importante ressaltar que na inibição por drogas, os lisossomos foram 
comprometidos de forma sistêmica, com alterações no pH lisossômico e liberação de Ca2+ 
para o citosol, o qual leva a consequências celulares mais abrangentes e envolvimento de 
outras vias secundárias, como estado redox, autofagia e até apoptose. Enquanto que na DF 
ou outra DDL, a disfunção do lisossomo é caracterizada pela deficiência de uma enzima 
específica, o que de certa forma limita o comprometimento do lisossomo a consequências 
decorrentes da deficiência de uma enzima, no caso desse trabalho deficiência de α-gal A .  
Em um trabalho realizado com outra DDL, a MPS II, em que a análise dos genes 
relógio foi realizada, foram verificadas alterações de padrão de oscilação entre os pacientes 
e controles para os genes BMAL1, CLOCK e CRY1, diferenças de amplitude para os genes 
PER1 E PER2, e grande variabilidade nos valores de expressão no grupo de pacientes para os 
genes CLOCK e CRY1 [Mazzoccoli, Tomanin et al. 2013]. Esse artigo corrobora com a 
hipótese do presente trabalho de que alterações na fisiologia lisossômica levam a alterações 
no sistema de temporização, sendo que essas diferenças não foram exatamente as mesmas 
por se tratar de uma deficiência enzimática diferente da observada na DF e a sincronização 
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das células foi realizada através do método de choque de soro, enquanto no presente 
trabalho foi realizada com dexametasona.  
As diferenças observadas principalmente no eixo positivo de regulação corroboram 
com os experimentos de bioluminescência, nos quais a expressão de Bmal1 foi avaliada e se 
mostrou alterada com os tratamentos.  
 
5.5. EXPERIMENTO 5 – Expressão e atividade circadiana de enzima 
lisossômica 
 
 Como a DF foi usada como modelo de doença com o lisossomo disfuncional no 
estudo da expressão dos genes relógio, foram avaliados em seguida se o gene e enzima 
envolvidos nessa doença são regulados pelo sistema de temporização.  
 A partir da análise da expressão do GLA, com fibroblastos de indivíduos controle e 
pacientes com DF previamente sincronizados, foi possível observar que esse gene é 
controlado pelo sistema de temporização, com uma oscilação circadiana estatisticamente 
significativa por Cosinor em ambos os grupos e acrofase após 31h de sincronização (Fig. 16A 
e B). Além disso, foi observada também uma diferença de amplitude de expressão 
estatisticamente significante ao longo de todos os pontos, sendo que o grupo Fabry 
apresentou uma amplitude menor que o grupo Controle (Fig. 16C). Apesar de GLA ser 
mutado na DF, a mutação apresentada neste caso não compromete sua transcrição e sim a 
tradução do RNAm, levando a uma interrupção da síntese proteica, e dessa forma, a 
presença de RNAm também pode ser observada. Como a amplitude da expressão no grupo 
Fabry foi menor em relação ao grupo Controle, sugere-se que uma transcrição basal é 
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mantida nesses pacientes, inclusive com oscilação circadiana, como observada no grupo 
Controle.  
 No gráfico com as variações individuais de cada paciente, foram observados padrões 
de oscilação semelhantes entre eles, porém a amplitude de oscilação do paciente F2 foi 
menor em relação aos outros dois pacientes (Fig. 16D).  
 Com a avaliação da α-gal A (Fig. 17), foi possível observamos que a atividade dessa 
enzima apresenta variação nos 3 pontos avaliados, o que sugere que essa atividade sofre 
influência do sistema de temporização. De qualquer forma, é importante ressaltar que não é 
possível correlacionar os dados de expressão do GLA com os de atividade enzimática, uma 
vez que os métodos de sincronização não foram os mesmos. Além disso, para determinar se 
há uma ritmicidade nesta atividade, uma série temporal maior deveria ser avaliada. 
 A observação de que o gene mutado e a enzima deficiente nessa doença apresentam 
influência circadiana destaca o provável papel do sistema de temporização na patofisiologia 
dessa doença, o qual ainda não foi explorado. Na literatura, existem dois artigos que 
relacionam DF e distúrbios de ritmos, no primeiro deles foi descrito que pacientes com DF 
apresentam sonolência diurna excessiva [Duning, Deppe et al. 2009] e no segundo, mais 
recente, foi descrita uma alta prevalência de apneia obstrutiva do sono em pacientes, 
porém os autores sugerem que a sonolência diurna excessiva observada anteriormente está 
mais relacionada com depressão do que com distúrbios respiratórios do sono [Franzen, 






5.6. EXPERIMENTO 6 – Efeito da inibição lisossômica em enzima antioxidante 
  
 Estudos anteriores demonstraram que há o envolvimento de vias secundárias na 
patofisiologia das DDLs, inclusive na DF, sendo uma delas o desequilíbrio do estado redox 
[Muller, Galdieri et al. 2012; Shen, Meng et al. 2008]. Dessa forma, foi avaliado se a inibição 
lisossômica promovida pelas drogas bafilomicina e amantadina também levam a alterações 
na regulação do estado redox através da análise de expressão de uma enzima antioxidante, 
a SOD1.  
 Fibroblastos de camundongos sincronizados foram tratados no pico de expressão de 
Bmal1 (com base no experimento de bioluminescência) e apresentaram após 2 e 24h um 
aumento de expressão de SOD1 nos tratamentos com amantadina e bafilomicina (Fig. 18), 
sugerindo assim que a inibição lisossômica leva a um estado de estresse oxidativo, 
resultando em um aumento da expressão de enzimas antioxidantes.  
 Apesar de existir a relação entre estresse oxidativo e DDLs, ainda não é claro o 
processo que desencadeia o desbalanço do estado redox. Shen e colaboradores 
demonstraram que a sobrecarga in vitro de Gb3, lipídeo acumulado na DF, leva à produção 
de EROs, assim como a adição do plasma de pacientes em cultura de células leva a esse 
aumento [Shen, Meng et al. 2008]. Porém como em nosso experimento o aumento de SOD1 
ocorre logo após 2h de tratamento, é provável que apenas 2h de inibição lisossômica não 
seja suficiente para desencadear o acúmulo de substratos e levar a uma resposta.  
 Como descrito anteriormente, essas drogas atuam nas concentrações citosólicas de 
Ca2+, e o papel desse íon tem sido bastante explorado nas DDL, como por exemplo, 
resultados anteriores do nosso grupo demonstraram maior liberação de Ca2+ em modelo de 
camundongos com MPS I [Pereira, Gazarini et al. 2010]; a molécula esfingosina, que 
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acumula em Niemann-Pick tipo C, promove a liberação de Ca2+ dos lisossomos [Hoglinger, 
Haberkant et al. 2015]; na Doença de Pompe foram relatados defeitos na homeostase de 
Ca2+ [Lim, Li et al. 2015]; e na DF, foi descrito que o liso-Gb3 promove aumento da corrente 
de Ca2+ dependente de voltagem [Choi, Vernon et al. 2015]. Apesar de não se tratar de uma 
DDL,  sabe-se que a esclerose lateral amiotrófica apresenta níveis baixos de SOD1, com 
diversas mutações no gene dessa enzima descritas em pacientes, e Kim e colaboradores 
descreveram que o influxo de Ca2+ acarreta em formação de agregados de SOD1 em células 
transfectadas com SOD1 mutado, demonstrando assim que o cálcio participa da regulação 
de SOD1 [Kim, Im et al. 2007].  
 Dessa forma, os presentes dados sugerem que a inibição lisossômica realizada 
durante o pico de expressão de Bmal1 leva a um aumento da expressão de SOD1 através do 
aumento de Ca2+ citosólico.  
 
5.7. EXPERIMENTO 7 – Expressão de genes de enzimas antioxidantes na DF  
 
 Com a observação de que a inibição lisossômica promovida por drogas resultou em 
uma expressão diferente de SOD1, foram analisadas em seguida as expressões dos genes 
SOD1 e CAT, que codificam para enzimas antioxidantes, em fibroblastos sincronizados de 
indivíduos saudáveis e pacientes com DF.  
 A partir da análise de expressão gênica, o gene SOD1 apresentou oscilação 
circadiana estatisticamente significante avaliada por Cosinor apenas no grupo Controle (Fig. 
19C) e não foram observadas diferenças de amplitude ou padrão de oscilação para esse 
gene entre os grupos Controle e Fabry (Fig. 19A). Já o gene CAT não apresentou oscilação 
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circadiana estatisticamente significante em ambos os grupos e não foram observadas 
diferenças de amplitude ou padrão oscilatório entre os grupos (Fig. 19D).  Nos resultados 
com a oscilação de cada paciente com DF, foi observada novamente uma amplitude de 
oscilação mais baixa no paciente F2 para os dois genes e no gene CAT foi observado também 
um padrão de oscilação diferente nesse paciente em relação aos outros dois (Fig. 19B e E).  
 Diversos artigos na literatura relataram que as expressões dos genes Sod1 e Cat 
oscilam de forma circadiana em camundongos e ratos [Xu, Zhang et al. 2012; Jang, Lee et al. 
2011;Du, Fan et al. 2005], demonstrando assim que uma manutenção adequada do estado 
redox depende do funcionamento do sistema de temporização.  
A partir dos dados obtidos nesse trabalho é possível inferir que na DF o sistema de 
temporização, que apresentou alterações de expressão de alguns genes relógio 
(Experimento 4), pode não estar interferindo na regulação circadiana de SOD1 e CAT, uma 
vez que não foram observadas alterações na expressão circadiana destes genes que 
codificam para enzimas antioxidantes, porém, vale ressaltar que a variabilidade observada 
no grupo Fabry, devido à variação de expressão entre os pacientes, pode mascarar 
diferenças na amplitude de expressão desses genes entre os grupos.  
 
5.8. EXPERIMENTO 8 – Expressão e localização de SOD1 e LAMP2 na DF 
 
 Visto que não foram observadas diferenças na expressão dos genes que codificam 
para enzimas antioxidantes, foi avaliado em seguida se a enzima SOD1 apresenta diferenças 
de expressão em duas fases do ciclo, após 20 e 32h de sincronização em fibroblastos de 
indivíduos controle e pacientes com DF. Além disso, foi avaliada a expressão de LAMP-2 nos 
grupos Controle e Fabry em ambas as fases descritas acima.  
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 Por imunofluorescência, foi possível observar que a expressão de SOD1 é 
estatisticamente maior em pacientes com DF em relação ao grupo Controle em ambas as 
fases do ciclo, e que, após 32h de sincronização, a expressão de SOD1 diminui em ambos os 
grupos, o que demonstra o caráter oscilatório dessa enzima (Fig. 20). Também, foi 
observada uma ausência de SOD1 nos núcleos das células, principalmente no grupo 
Controle, diferença essa que não foi observada no grupo Fabry.  
Já foi descrito que essa enzima apresenta oscilação circadiana [Singh, Singh et al. 
2015] e com a realização da análise de SOD1 não é possível identificar se o sistema de 
temporização levou a alguma alteração na oscilação dessa enzima no grupo Fabry, uma vez 
que só foram analisados dois pontos do ciclo, e as diferenças observadas entre os grupos 
após 20 e 32h de sincronização são semelhantes (diminuição de expressão após 32h). 
Porém é importante notar que a expressão dessa enzima foi estatisticamente maior no 
grupo de Fabry em ambas as fases analisadas, o que corrobora com os dados publicados 
que descrevem a participação de alterações redox em DDLs [Muller, Galdieri et al. 2012; 
Pereira, Martins et al. 2008; Shen, Meng et al. 2008; Reddy, Ganley et al. 2006; Villani, Di 
Domenico et al. 2009; Reolon, Reinke et al. 2009].  
A análise de expressão de LAMP-2 por imunofluorescência revelou uma maior 
expressão dessa proteína no grupo Fabry, como esperado, uma diminuição de expressão 
estatisticamente significante após 32h de sincronização no grupo Controle e, curiosamente 
no grupo Fabry foi observado um aumento de LAMP-2 após 32h (Fig. 21). Além disso, visto 
que todas as imagens foram realizadas com mesmo aumento, é possível notar que as células 
do paciente F2 são aparentemente maiores que as demais. Células senescentes costumam 
ser maiores e como Furuta e colaboradores observaram senescência avançada em cérebro 
de paciente com Doença de Danon, uma DDL, sugerimos que a patofisiologia dessa doença 
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e provavelmente de outras DDLs estejam envolvidas no avanço precoce de senescência 
[Furuta, Wakabayashi et al. 2013]. 
 A proteína LAMP-2 também apresenta uma oscilação circadiana descrita em coração 
e fígado de camundongo (banco de dados online Circa DB), e quando analisada em fígado de 
camundongo mutante para Clock, essa proteína apresenta padrão de oscilação inverso ao 
observado em condições normais, destacando o comprometimento da regulação do sistema 
de temporização. Na presente análise, a variação de expressão de LAMP-2 entre as duas 
fases apresentadas foi oposta em cada grupo, enquanto no grupo Controle foi observada 
uma diminuição de expressão após 32h, o grupo Fabry apresentou um aumento dessa 
proteína. Esse dado sugere que o sistema de temporização esteja atuando de forma distinta 
















5.9. DISCUSSÃO GERAL 
 
 A partir da realização do presente trabalho foi possível observar que a inibição 
lisossômica  promovida pelo tratamento com drogas, e pelo bloqueio de via encontrado em 
doenças com mutações de enzimas/proteínas lisossômicas, acarreta em alterações no 
sistema de temporização.  
 Primeiramente, a inibição lisossômica realizada pelo uso de drogas (bafilomicina, 
amantadina, monensina e cloreto de amônio) durante o pico de expressão de Bmal1 levou a 
um avanço de fase, e durante o vale de expressão desse gene, a um atraso de fase com 
extensão de período, esse último apenas com o tratamento com monensina. Visto que 
todas as drogas utilizadas no presente estudo interferem nos níveis de Ca2+ citosólico 
[Camacho, Machado et al. 2008; Christensen, Myers et al. 2002; Mauvezin e Neufeld 2015; 
Forchap, Pirmohamed et al. 2012; Satoh e Satoh 2007], a primeira hipótese que surge é que 
as mudanças observadas no sistema de temporização estariam ligadas às concentrações de 
Ca2+ intracelulares.  
 Dentro da maquinaria de regulação dos ritmos biológicos, já foi descrito que REV-
ERBα, regulador negativo da expressão de Bmal1, tem um papel na regulação de cálcio 
intracelular. Em células pancreáticas de camundongos, Vieira e colaboradores observaram 
um aumento de cálcio intracelular através do uso de um agonista de REV-ERBα, enquanto 
que uma inativação de REV-ERBα levou a uma diminuição dessa sinalização [Vieira, 
Marroqui et al. 2013] e; em um trabalho realizado por Colwell, foi descrito o papel do cálcio 
no deslocamento de fase de um ciclo circadiano [Colwell 2000]. Em contrapartida, Schmutz 
e colaboradores verificaram que os canais de cálcio voltagem-dependentes do tipo L, que 
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possuem um papel importante na regulação dos ritmos biológicos no NSQ, são regulados 
negativamente por REV-ERBα [Schmutz, Chavan et al. 2014].  
 Ikeda e colaboradores, em 2014, descreveram que a expressão de Bmal1 é 
determinante para os ritmos circadianos de Ca2+ em neurônios do NSQ [Ikeda e Ikeda 2014]. 
Esse artigo sugere que o sistema de temporização modula os ritmos circadianos de cálcio, 
demonstra uma diminuição desses ritmos com o knockdown de Bmal1 e indica o 
envolvimento indireto de canais de cálcio voltagem-dependentes na geração dos ritmos 
circadianos de cálcio. 
A partir dessas informações, sugerimos que o uso das drogas inibidoras da atividade 
dos lisossomos levou a um aumento de Ca2+ citosólico, que por sua vez acarretou em uma 
inibição ou ativação de REV-ERBα, e uma vez que já foi descrito seu papel na regulação do 
cálcio é possível propor que REV-ERBα seja sensível à concentração desse íon. Essa 
ativação/inibição dependeria da fase de Bmal1 dentro do ciclo, uma vez que esse gene é 
necessário na regulação circadiana de cálcio e, no Experimento 1, foram observados efeitos 
distintos na fase desse gene com o uso das drogas no pico ou vale de expressão. Nossa 
hipótese é de que no pico de expressão de Bmal1, um aumento de cálcio leva a inibição de 
REV-ERBα, e assim a expressão de Bmal1 não é inibida, o que acarreta em um aumento na 
expressão de Bmal1. Já no vale de expressão de Bmal1, REV-ERBα é ativada com um 
























Figura 22. Esquema proposto baseado nos 
drogas utilizadas promovem liberação de Ca
sensível à concentração desse íon, durante o pico de expressão de 
disponíveis e REV-ERBα seria inibido
moléculas de Bmal1 estariam disponíveis e REV
 
Na inibição lisossômica em tecido cardíaco para avaliação da proteína PER2, a partir 









Experimentos 1 e 2 e literatura. Durante a inibição lisossômica, as 
2+
 do interior dos lisossomos, e supondo que REV
Bmal1, muitas molécul
, levando à expressão de Bmal1. Já no vale de expressão de 













oscilação dessa proteína, provavelmente por um aumento de Bmal1 anterior, e dessa 
forma, sugerimos que houve uma inibição de REV-ERBα. Todavia, como nesse tecido foi 
observado um retorno gradual da fase à oscilação observada no grupo controle, é possível 
que essa diferença seja devido à composição de mais tipos celulares, que garantiriam um 
melhor controle do sistema de temporização.  
A ideia proposta corrobora com os resultados observados no Experimento 2, em que 
foi observado uma diminuição de Bmal1 menos expressiva nas células tratadas em relação 
às células controle, o que nesse caso se justificaria pela inibição de REV-ERBα e consequente 
não inibição da expressão de Bmal1. Nesse mesmo experimento, sugere-se que a diferença 
observada no gene Per1 no grupo tratado seja por ele participar de alguma forma do 
processo de restabelecimento da fase da maquinaria molecular [Lee, Lee et al. 2010].  
Enquanto o aumento de Ca2+ citosólico decorrente do uso das drogas nas células 
promove as alterações descritas previamente no sistema de temporização, esse aumento 
também leva a consequências na via da autofagia. O efeito bem descrito dessas drogas no 
pH dos lisossomos leva a um aumento de autofagossomos não degradados nas células, e de 
acordo com a literatura, um aumento de cálcio intracelular também  exerce um papel 
ativador no processo autofágico, independentemente da via mais conhecida do 
mTOR/AMPK [Grotemeier, Alers et al. 2010].  
No Experimento 3, com o tratamento realizado no pico de expressão de Bmal1, foi 
observada uma diminuição da expressão da proteína p-AMPK após 2h de tratamento e um 
aumento de LC-3 após 1h de tratamento. Dessa forma, concluímos que há um aumento de 
autofagossomos nas células, pela marcação com LC-3, e considerando que esse efeito 
observado acontece nas primeiras horas após o tratamento, ele deve ser decorrente do 
acúmulo de autofagossomos não degradados. E caso ocorra de fato um estímulo à 
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autofagia, ele ocorre, nas primeiras horas pelo menos, independentemente de p-AMPK, 
uma vez que a expressão dessa proteína diminui nas células tratadas e, provavelmente este 
estímulo está ocorrendo pelo aumento de Ca2+ no citosol [Williams, Sarkar et al. 2008; 
Gordon, Holen et al. 1993; Ganley, Wong et al. 2011; Grotemeier, Alers et al. 2010].  
Em seguida, no Experimento 4, foi analisada a expressão de genes relógio na DF, cujo 
lisossomo é fisiologicamente comprometido. A partir dos dados, foi possível observar que os 
genes BMAL1, CLOCK, PER2 e CRY1 não apresentam oscilação circadiana no grupo Fabry, 
pela análise Cosinor, e os genes BMAL1 e CLOCK apresentaram alterações pontuais de 
expressão quando comparamos sua expressão entre os dois grupos. Esses dados mostram 
que, em uma inibição lisossômica por bloqueio de via, os componentes do sistema de 
temporização apresentam alterações, principalmente no braço positivo de regulação.  
 Em DDLs, o papel do cálcio vem sendo explorado, como em MPS I, Niemann-Pick 
tipo C, Doença de Pompe, e inclusive DF [Pereira, Gazarini et al. 2010; Hoglinger, Haberkant 
et al. 2015; Lim, Li et al. 2015; Choi, Vernon et al. 2015]. Apesar desses estudos, ainda não 
existem informações detalhadas sobre a regulação do cálcio na DF, sendo que o mais 
descrito é a influência do Gb3 na diminuição de expressão dos canais de cálcio KCa3.1 [Park, 
Kim et al. 2011] através da aceleração de endocitose [Choi, Kim et al. 2014]. 
Além disso, autofagia é um processo bem comprometido nas DDLs. Na DF por 
exemplo, já foi observado comprometimento do processo autofágico [Chevrier, Brakch et al. 
2010], por um aumento de células marcadas para LC-3 [Nelson, Tse et al. 2014] e uma perda 
da atividade quinase de mTOR, regulador negativo da autofagia [Liebau, Braun et al. 2013].  
Dessa forma, as diferenças encontradas no sistema de temporização entre os 
experimentos realizados com  as drogas lisossômicas, em células com deficiência de uma 
enzima lisossômica, se devem principalmente ao fato de que com o uso das drogas, os 
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lisossomos foram comprometidos como um todo, enquanto que na DF, o lisossomo é 
comprometido principalmente pela ausência de atividade da enzima codificada pelo gene 
mutado.  
Em seguida, foi observado no Experimento 5 que o gene GLA apresenta ritmicidade 
circadiana, enquanto que a atividade da enzima α-gal A parece apresentar variação 
também. Essa informação complementa a investigação do papel do sistema de 
temporização na fisiologia lisossômica e também destaca a possível participação desse 
sistema na patofisiologia da DF. Recentemente, tem sido cada vez mais investigada a 
relação do sistema de temporização com as doenças lisossômicas [Mazzoccoli, Tomanin et 
al. 2013; Mazzoccoli, Mazza et al. 2015; Richardson, Livieratos et al. 2016]. 
Como a regulação do estado redox está sujeita à oscilação circadiana e é conhecido 
da literatura que em DDLs, incluindo a DF, é observada a condição de estresse oxidativo 
[Muller, Galdieri et al. 2012; Pereira, Martins et al. 2008; Shen, Meng et al. 2008], no 
Experimento 6 foi investigado e verificado que a inibição lisossômica realizada com drogas 
leva a alterações de expressão de SOD1, uma enzima antioxidante. Dessa forma, apesar de 
Shen e colaboradores terem descrito que o acúmulo de substrato em DDLs pode levar a 
condição de estresse oxidativo [Shen, Meng et al. 2008], sugere-se que o acúmulo de 
substrato não degradado não é o único responsável pelo desequilíbrio do estado redox.  
Em DDLs tem sido descrito também que o substrato acumulado leva a um aumento 
de Ca2+ citosólico [Pereira, Gazarini et al. 2010; Hoglinger, Haberkant et al. 2015; Lim, Li et 
al. 2015; Choi, Vernon et al. 2015; Viana, Buri et al. 2016]. Além disso, apesar de não ser 
uma DDL, um aumento de cálcio em esclerose amiotrófica lateral, com mutação no gene 
Sod1, leva a formação de agregados proteicos de SOD1 [Kim, Im et al. 2007; Leal, Cardoso et 
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al. 2013]. A partir desses dados, a hipótese para o aumento de SOD1 nesse experimento 
com inibição lisossômica promovida por drogas seria pelo aumento de cálcio nas células.  
No Experimento 7, foi avaliada a expressão dos genes que codificam para as enzimas 
antioxidantes SOD1 e CAT em fibroblastos de indivíduos controle e pacientes com DF a fim 
de verificar se existem modificações circadianas desses genes nessa DDL. Não foram 
observadas diferenças de amplitude e padrão oscilatório entre os grupos, tirando o gene 
SOD1 que não apresentou oscilação circadiana pela análise de Cosinor no grupo Fabry, o 
que sugere que os genes de enzimas antioxidantes não são comprometidos pelo sistema de 
temporização nessa doença.  
Uma vez que não foram observadas diferenças na expressão circadiana dos genes de 
enzimas antioxidantes na DF, no Experimento 8 foram avaliadas as expressões das proteínas 
SOD1 e LAMP-2 em fibroblastos de controles e pacientes com DF e então observada uma 
expressão mais elevada de SOD1 e LAMP-2 no grupo Fabry em relação ao grupo Controle, 
uma diminuição de expressão de SOD1 após 32h em ambos os grupos e, para LAMP-2, uma 
diminuição após 32h no grupo Controle e um aumento dessa proteína no grupo Fabry. Essas 
observações demonstram que SOD1 não sofre alterações de sua regulação circadiana na DF 
e que, diferentemente, LAMP-2 tem sua expressão circadiana influenciada na DF.  
Em resumo, as observações realizadas no presente trabalho indicam que a inibição 
lisossômica promovida por drogas, e induzida por mutação, levam a alterações no sistema 
de temporização provavelmente pelo aumento de Ca2+, o que desencadeia respostas em 
processos como autofagia e estresse oxidativo. Estes achados indicam que lisossomos e o 
sistema de temporização estão inter-relacionados e que esta relação pode ter um impacto 
























 Os dados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que os lisossomos tem 
um papel na regulação do sistema de temporização e do estado redox, que pode ser 
comprovado pelos seguintes achados:  
1– a inibição lisossômica promovida por drogas resulta em alterações de fase e período na 
expressão do gene Bmal1 e da proteína PER2; 
2– a inibição lisossômica leva a alterações agudas de expressão dos genes relógio e de 
componentes da via de autofagia;  
3– fibroblastos dos pacientes com DF avaliados apresentam alterações de expressão de 
genes relógio, sendo mais expressivas para BMAL1 e CLOCK;  
4– o gene GLA e enzima α-gal A apresentam oscilação circadiana;  
5– a regulação do estado redox é influenciada pela inibição lisossômica;  
6– genes de enzimas antioxidantes e a enzima SOD1 não parecem ter sua ritmicidade 
comprometida na DF e;  
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 The clock system is responsible for the orchestration observed in several 
physiological, cellular and molecular processes. This regulation is controlled by a molecular 
machinery that allows the ideal synchronization of each tissue to the organism and this 
control presents plasticity that ensures the adaptation of the system to environmental 
changes. Lysosomes, organelles responsible for cellular digestion, present circadian 
activities and the role of the clock system is being explored in Lysosomal Storage Diseases, 
in which oxidative stress has a participation in their pathophysiologies and is regulated by 
the clock system. Despite these information, the relation between lysosomes and clock 
system in poorly understood. Thus, the aim of this work was to evaluate consequences of 
lysosomal malfunction, induced by drug or genetic disorder, in clock system and redox state. 
Rat fibroblasts with the gene Bmal1 conjugated to luciferase were treated with lysosomal 
inhibitors at the peak and trough of Bmal1 expression for Bmal1 expression and superoxide 
dismutase (SOD1) analysis; rat cardiomyocytes were treated at the peak of expression of 
Bmal1 for clock genes expression and autophagy-related proteins analysis and; control 
individuals and Fabry Disease (FD) patients’ fibroblasts were used for clock genes and 
antioxidant enzymes genes expression evaluation, SOD1 and LAMP-2 protein expression and 
verify if the GLA gene, mutated in FD, and α-galactosidase A enzyme (α-gal A), deficient if 
FD, present circadian oscillation. Results obtained indicated that the lysosomal inhibition by 
drugs promotes phase advance or delay and period alterations in Bmal1 expression, 
depending on the moment of treatment – peak or trough of Bmal1 expression; besides 
acute modifications in Bmal1 and Per1, clock genes, and, phosphorylated-AMPK and LC-3 
expression, proteins involved in autophagy. FD patients’ fibroblasts presented altered 
expression of clock genes, especially from the positive arm of regulation (BMAL1 and 
CLOCK); GLA gene presented circadian oscillation and α-gal A seemed to be influenced by 
the clock system. Redox state regulation was altered by lysosomal inhibition by drugs, in FD 
patients’ fibroblasts the antioxidant enzymes genes and SOD1 did not present compromised 
clock system regulation but the protein LAMP-2 had alterations of its rhythmicity in FD 
patients’ cells. Based on all these analysis, we suggest that lysosomal inhibition, acute or 
chronic, promotes alterations in the molecular regulation of the clock system likely related 
to the increase of cytosolic calcium. Therefore, we concluded that lysosomes have a role in 
the regulation of clock system and redox state, and hypothesize that this may happen 
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